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I.- LA GLANDULA MAMARIA

[.f.- MORFOLOGIA

La glandula mamaria esta formada por células epiteliales de origen ectodérmico
(parénquima) y por un componenie de tejido conectivo de origen mesodérmico deno-
minado estroma )1} gue lleva vasos sanguineos y fibras nervicsas a la glandula.

La glandula mamaria presenta una morfologia variable a lo largo del desarrolio.
En el nacimiento ya se ha establecido un sistema rudimentario de conductos en el que
pueden reconocerse células epiteliales y mioepitetiales. En la pubertad, en respuesta a
los niveles crecientes de hormonas ovéricas sexuales, se desarrolla el sistema de con-
ductos epiteliales, se acumula grasa en el tejido conectivo entre los 16bulos y los lobu-
lillos, aungue las unidades secretoras verdaderas no se formaran hasta la gestacién.
Durante la lactancia, los cambios morfoldgicos son minimos. Después de la menopau-
sia las estructuras epiteliales y del tejido conectivo experimentan una atrofia provocada
por la deficiencia hermonal.

Anatomicamente, el tejido glandular de la mama sexualmente madura (en repo-
s0), esta constituido por 15 a 20 iébulos dispuestos radialmente en direccién al pezén.
Cada lébulo tiene su propio conducto excretor y estd separado de los otros por capas
de tejido conectivo fibroso y grasa, que siguen un trayecto vertical a través de la mama.

Los [obulos estan formados por miultiples lobulillos conectados por tejido
conectivo, vasos sanguineos y conductos, y a su vez los lobulillos estan constituidos
por conjuntos de alveclos o acinos que se abren a multiples conductillos gatactéforos.
Estos pequenos conductos se unen para formar conductos mayores vy, finalmente, se
forma un conducto simple para cada Iébulo o conducto galactéforo principal que tie-
nen su propia salida en el pezén.

En la gidndula lactante pueden diferenciarse al menos tres tipos célulares: célu-
las epiteliales no secretoras alrededor de los conductos, células epiteliales secretoras
en los conductos terminales asi como en los [6bulos y alveolos v células mioepiteliales
que rodean los alveolos y los pequefios conductos dentro de la ldmina basal. Estas
células mioepiteliales tienen origen epitelial pero poseen filamentos citoplasmaticos

semejantes a los de las células de musculoe liso.
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1.2.- CONTROL HORMONAL DEL DESARROLLO MAMARIO

Se han definido distintos tipos de hormonas como factores importantes en el
desarrollo mamario. Entre éstas, se encuentran hormonas ovaricas (estrogenos y pro-
gesterona), adrenales {glucocorticoides}, pituitarias (prolactina y hormona de creci-
miento), tiroideas y, durante el embarazo, las placentarias (esteroides y lactdgeno pla-
centario). En periodos de desarrollo de la glandula mamaria se han detectado niveles
elevados de estrogenas v progesterona circulantes. Los estrdgenos son responsables
de la formaciéon de depdsitos de grasa, desarrollo del estroma y crecimiento de un
amplio sistema de conductos. La progesterona y la prolactina estimulan el crecimiento
y funcionalidad de los lobulillos y alveolos.

La presencia de sitios de unién de alta afinidad para un gran ndmero de hormo-
nas en distintas fracciones subcelulares de la glandula mamaria, sugiere la existencia
de acciones directas en ¢l tejido para ilevar a cabo los diferentes efectos bioldgicos.
Entre las hormonas que presentan receptores intracelulares en las ¢élulas epiteliales se
incluyen los estrégenos, progesterona, hormonas tiroideas y glucocorticoides. La pro-
lactina y las catecolaminas, sin embargo, se unen a receptores de membrana.

En tejido mamario normal maduro se ha descrito la presencia de receptores de
estrogenos(ER) fundamentalmente en las células epiteliales y, de forma mavyoritaria, en
los lobulillos mientras que las células del estroma no expresan ER. Se estima que cerca
de un 6% de las células epiteliales en la mama normal son positivas para ER |2, 3] y
estos niveles de expresion pueden ser modulados durante el ciclo menstrual. Hasta un
29% de estas células contienen receptores de progesterona (PR) 13]. Las células mioepi-
teliales no expresan ninguno de los receptores hormonales [3].

Més recientemente se han definido factores polipeptidicos que actian como
mediadores de la respuesta hormonal tanto en tejido normal como neopldsico, y que
son conocidos como factores de crecimiento. Estos factores pueden actuar de forma
endocrina cuando son sintetizados por drganos lejanos, por mecanismos paracrinos
cuando son sintetizados por un tipo celular concreto modutando la funcién de las célu-
las adyacentes en el mismo tejido o en un tejido diferente, o bien de forma autocrina
cuando el factor actila en la misma célula que lo ha producido a través de receptores
especificos localizados en la superficie celular [1]. Es importante mencionar también
las acciones de factores de crecimiento no secretados, unidos a la membrana, sobre
células adyacentes (mecanismo juxtacrino) 4], Parece ser que dentro de la glandula
mamaria las ¢élulas epiteliales, mioepiteliales y del estroma se comunican a través de
factores paracrinos, aungue también existen mecanismos autocrinos descritos funda-

mentalmente en las células epiteliales |5].

T by s ol e
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2.- FACTORES QUE CONTROLAN EL CRECIMIENTO EN CANCER DE
MAMA

Cuando el cancer de mama se manifiesta clinicamente se caracteriza por una
proliferacion excesiva, desdiferenciacion, mutabilidad genética y metdstasis |6].

La etiologia y progresion de la enfermedad estan estrechamente relacionados
con la presencia de ovarios funcionales productores de estrégenos y progesterona.
Existen datos epidemioldgicos que indican que el tiempo de exposicidn de las glandu-
las mamarias al estimulo estrogénico es directamente proporcional al riesgo de desa-
rroflar cancer de mama. Una exposicidon prolongada a los estrégenos enddgenos, es
consecuencia de situaciones como una menarquia precoz, una menopausia tardia y pri-
mer embarazo en edad avanzada |7]. Los estrégenos son mitogénicos para el epitelio
mamario tanto normal como neopldsico y aunque se desconocen los errores genéticos
presentes en las fases iniciales del proceso tumoral se postula que tas hormonas ovari-
cas tienen una gran influencia en la acumulacién de cambios genéticos.

La importancia de los estrogenos como inductores de la proliferacion se vid con-
firmada al comprobar que aproximadamente un tercio de las pacientes con céncer de
mama experimentan una remision del tumor cuando se las somete a tratamientos que
implican el descenso de los niveles de estrdgenos circulantes o el bloqueo de sus efec-
tos biologicos. Mas tarde se demostraron los efectos directos de los estrdogenos y anti-
estrogenos en la proliferacidn de células de cdncer de mama en cultive |8).

Aungqgue el mecanismo exacto no esta establecido, la estimulacion del crecimien-
to celular por estrogenos requiere la unién de la hormoena a una proteina receptora
seguida de la activacion y unidn del complejo hormona-receptor al DNA, modificando
la transcripcidn de genes especificos y la sintesis de proteinas. El descubrimiento de
esta ruta bioquimica ha permitido la manipulacidon hormonal del crecimiento neoplési-
co mediante el uso de anti-estréogenos que inhiben de forma competitiva la unién de
los estrogencs al receptor (9, [0], pero el modelo de regulacion de crecimiento del cén-
cer de mama se ha complicado enormemente como resultado de la aparicion de otros
factores y otras rutas alternativas (Figura 1).

El modelo contempla las distintas hipdtesis acerca de los mecanismos por los
que los estrogenos v la progesterona regulan la proliferacion del epitelio mamario, su
tumaorogénesis y la progresion maligna del mismo [11].

Se preserva ia accion estrogénica directa a través de receptores celulares
modulando la expresion génica y propiedades fenotipicas. Otra alternativa es la accidn

indirecta de los estrogenos a través de la secrecidn de factores de crecimiento endocri-
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ESTROMEDINAS

“

(4) ;
FACTCRES DE :
N V) S

(Qfamocrmo

FACTORES DE CRECIMIENTO /

{TGF-z, \GF-H, PDGF, TGF .
Autoctino < Jl\ - -/4 )
" Paracrino
CELULA EPITELIAL CELULA
TUMORAL DEL ESTROMA

Figura 1. Mecanismos de control del crecimiento en cdncer de mama.

Los estrigenos pueden actuar a través de sus receptores (1}, a través de estromedinas sintetizadas en drganos distantos (2),
a través de factores de crecimiento autocrines que se producen u actdan sobre las células epiteliales (3) ¥ a través de inte-
racciones pardcrinas entre las células epitefiales y las del estroma (4).

nos, denominados estromedinas y producidos en drganos distantes como la hipdfisis.
Ademas, existen evidencias que sugieren la influencia de factores de crecimiento poli-
peptidicos entre los que se encuentran los factores de crecimiento del tipo insulina
(IGFs), factor de crecimiento epidérmice (EGF), factores de crecimiento transformantes
{TGFs), factor derivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento de fibroblastos
{(FGF) 112-14|. La identificacidn de receptores de alta afinidad para estos factores permi-
te postular que los efectos de los estrégenos pueden estar mediados por factores de
crecimiento autocrinos que se producen y actdan sobre las células epiteliales.

Este modelo ademds sugiere que los componentes del estroma como fibroblas-
tos, célutas mononucleares o células endoteliales pueden estar también implicados en
el desarrollo y crecimiento del cancer de mama. De la misma forma que las células neo-
plasicas secretan péptidos gue estimulan el crecimiento del estroma, las células
“benignas” del estroma pueden producir factores secretables que estimulan el creci-
miento de las células tumorales a través de interacciones paracrinas.

A lo largo de esta introduccién se irdn estudiando cada uno de los factores
implicados en este complejo mecanismo de regutacion: receptores hormonales, facto-

res de crecimiento, receptores para estos factores y genes relacionados.
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Ademas, como mecanismos adicionales, se pueden considerar la prevencién
estrogénica de algin mecanismo de apoptosis inducido por el huesped, la supresidn
estrogénica del sistema inmune del huesped vy que los estrogenos reviertan el efecto de

algun inhibidor tumoral [5].

2.1.- RECEPTORES DE ESTROGENOS Y PROGESTERONA EN CANCER DE
MAMA

Las hormonas pueden actuar directamente scbre ia célula tumoral por medio de
la interaccion con receptores especificos. La presencia de sitios de union de alta afini-
dad es un requisito imprescindible para que las células respondan a la estimulacion
hormonal.

L.a mayoria de los canceres de mama dependen de la accién estrogénica para su
crecimiento; de hecho, se postula que los estrogenos funcionan como carcindgenos,
promotores tumorales y como reguladores del crecimiento tumoral | 7].

Dada la importancia de este factor hormonal, se ha investigado en profundidad
acerca del papel del receptor de estrégenos (ER) en el control de la expresidn génica y
del proceso de mitosis |15], asi como su utilizacion como marcador de la respuesta
hormonal y prognosis [16]. El receptor de progesterona (PR} tiene importancia como
mediador de respuestas hormonales y como producto de la accién estrogénica en las
células tumorales y se ha estudiado tanto como marcador tumoral |17] como en térmi-

nos de su regulacidn por agonistas y antagonistas estrogénicos |18].
2.1.1.- Mecanismo de accién de las hormonas esteroideas

Los receptores esteroideos pertenecen a una superfamilia de proteinas regulado-
ras de la transcripcion génica, formada por los receptores de la hormona tiroidea, de la
vitamina D3 y del dcido retinoico, asi como por los receptores de las hormaonas esteroide-
as y el oncogén c-erb-A. Los miembros de esta familia cornparten tres propiedades impor-
tantes: se fijan a un ligando hormonal, se unen a secuencias especificas de DNA y actdan
modificando la actividad transcripcional de genes especificos (Trans-activacion) [19, 20].

.a localizacién intracelular del receptor de estrégenos se ha identificade
mediante la homogenizacion de tejido marcado radiactivamente y posterior aislamien-
to de las fracciones soluble e insoluble mediante ultracentrifugacién. Cuando el tejido
es marcado a 4°C, la radiactividad predomina en la fraccion celular soluble, o citosol.

Por el contrario, cuando el tejido se incuba a 37°C, la hormona permanece predominan-
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temente en la fraccién nuclear. Estos datos condujeron a postular que los estrégenos
actian en dos pasos |16]. Segln esta hipdtesis, el receptor de estrégenos es una prote-
ina soluble que, al unirse a la hormona a temperatura fisioldgica, se introduce en el
compartimento nuclear de la célula diana. Estudios mas recientes sugieren que los
receptores esteroideos estan presentes tanto en el nicleo como en el citoplasma, y que
su distribucién en uno u otre compartimento se modifica por la unién a la hormona.

El receptor hormonal esté formado por tres regiones principales. El extremo
aminoterminal de la proteina es ia regidn con la que reaccionan la mayoria de los anti-
cuerpos obtenidos frente al receptor purificado. La regidn de unidn al DNA, situada en
la zona media, estd formada por aproximadamente unos 70 aminoacidos. El extremo
carboxilo, formado por unos 250 aminodcidos, es el mas complejo estructural y funcio-
nalmente. Estd implicado en la unidén a la hormona y la traslocacién nuclear, asi como
en los procesos de dimerizacidn y trans-activacion [19]. También existen dominios de
trans-activacion adicionales localizados en la regién amino-terminal y en la de unién al
DNA.

L.a unién de la hormona al receptor le capacita para activar e inactivar genes
especificos. Esta region de unidn al DNA es la més conservada, invariablemente contie-
ne cisteina e histidina, tan separadas como lo permite la unién cocordinada de una
molécula de cinc para dar lugar a la formacién de “dedos” de cinc. Cada regién de union
al DNA de cada receptor tiene dos de estos dedos y se ha postulado que permiten que
ia proteina se coloque en los surcos principales del DNA [21].

Los receptores hormonales no ocupados se localizan a nivel intracelular en
forma de complejos heteroligoméricos que incluyen una proteina de choque térmico
{hsp) asi como otras proteinas peor caracterizadas [22]. Esta forma “inactiva” no es
capaz de interaccionar con el DNA porque el dominio de unidn al DNA debe estar blo-
queado por otros dominios de la proteina o por otros componentes del complejo oligo-
mérico, impidiendo asi |a traslocacién nuclear.

Tras la union de la hormoena, el complejo se disocia, dejando accesible el sitio
por el que el receptor se une al DNA. Después de la unién del ligando, la forma activa
del receptor parece ser un homodimero que contiene dos moléculas de ligando, aun-
que la estequiometria todavia no ha sido definitivamente establecida |23]. Ademas
parece que la hormona induce un cambio conformacional en el dominio de unién al
ligando necesario para la actividad transcripcional |24

El mecanismo de accién de las hormonas esteroideas queda esquematizado en
la figura 2.

Los fragmentos del DNA que se unen al receptor se denominan elementos de
respuesta a hormonas (HRE). En el caso del receptor de estrégenos (ER) es una forma
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Figura 2. Mecanismo de accién de las hormonas esteroideas.

1.a hormona se introduce en la célula y se une al componente receptor del complejo receptor-proteina,
dando lugar a su disociacion, la liberacion de la proleina de choque térmico y la activacion del receptor.
i receptor activado se trastada desde ¢l citosol hasta el nicleo, donde se une al DNA. La unidn al DNA
da [ugar a una medificacion en la tasa transcripcional de gewes especificos. La produccion resultante de
mds 0 menos RNA mensajeros da lugar a modificaciones en el contenide celular de protelnas especificas

dimérica la que se une a los elementos reguladores |25]. La dimerizacién podria consti-
tuir un mecanismo para incrementar la afinidad de la proteina receptora por un DNA
especifico frente a otro no especifico, generando mds puntos de unién por molécula de
receptor que en el caso de un receptor monomeérico {26].

Ademas de la unjon del Jigando, los posibles mecanismos gue modulan las inte-
racciones moleculares de los receptores hormonales incluyen: fosforilacién del recep-

tor, cambios en la topologia del DNA y organizacidon del DNA en nucleosomas 23].
2.1.2.- Caracteristicas de los receptores de estrogenos y progesterona

El receptor estrogénico (ER) en humanos estd constituido por una proteina de
595 aminoacidos con un peso molecular de 66 KDa [27].

Los estrogenos ejercen sus efectos sobre la proliferacion y potencial metastdsico
de las células epiteliales de cdncer de mama a través de este receptor. Los agonistas de
estrogenos asi como los antagonistas, pueden unirse a ER en el mismo sitio que los
estrogenos sugiriendo que estas moléculas pueden regular la actividad del receptor
alterando de forma diferente su conformacion |281.

Las acciones de la progesterona estan mediadas por el receptor de progesterona
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(PR), una proteina poco abundante que a su vez esta regulada por estrégenos | 18], pro-
gestinas |29, 30| y factores de crecimiento [31]. Este receptor presenta dos isoformas
que se diferencian en la longitud del dominio aminoterminal y denominadas PR-A y
PR-B (A: 88-93 KDa; B: 109-119 KDa). La isoforma PR-A es una versidn truncada de PR-B
en la que estan ausentes 165 aminoacidos en el extremo amino-terminal de PR-B. Las
dos isoformas tienen idénticas secuencias en los dominios de unién al DNA y unidn al
ligando y pueden proceder de un mismo gen con dos sitios distintos de iniciacion de la
traduccion dentro del mismo transcrito de RNA |32]; o bien de dos RNAsS mensajeros
(MRNA) diferentes generados por dos promotores |33].

Tratando de encontrar una explicacién molecular a la existencia de dos formas
distintas de PR, se ha descrito recientemente que la actividad de estos receptores es
especifica del tipo celular y del promotor. En circunstancias en las que PR-A es inactiva,
es capaz de actuar como un potente represor de [a transcripcion mediada por PR-B |34].
El gen PR tiene, por tanto, el potencial de codificar tanto activadores (PR-A o PR-B)
como represores (PR-A) de la transcripcién. La biosintesis diferencial de estas dos iso-
formas podria constituir un mecanismo para producir distintas respuestas a la proges-
terona en determinadas células.

La homologia de secuencia entre ER y PR es del 56% en el dominio de unidn al
DNA y de un 28% en la regién de unidn a la hormona [28].

A nivel de expresién de mRNA ei ER aparece como una banda de 6,2-6,6 Kb en
andlisis de Northern |35-38| mientras que a PR le corresponde un patrén de cinco
transcritos de tamafios 11,4, 5,8, 5.3, 3,5y 2,8 Kb detectados en las lineas celulares
MCF-7 y T-47D, todos de suficiente tamafio para codificar la proteina de 120 kDa {18, 29,
39).

Aunque las hormonas respensables por excelencia de la estimulacion de la pro-
liferacion celular en cancer de mama son los estrégenos, cada vez se le atribuye un
papel mas importante a la progesterona en la biologia del ciancer de mama. bEn siste-
mas experimentales, PR se comporta como mediador de la regulacidon transcripcional

de genes como la acido graso sintetasa |40] o el receptor del EGF |41].
2.1.3.- Dependencia hormonal en cancer de mama

El contenido de ER y PR del tumor se utiliza como criterio de clasificacién pars
decidir qué pacientes son susceptibles de recibir una terapia anti-estrogénica [42}. Los
tumores que se desarrollan en células sensibles a la accidn hormonal, como las de la
glandula mamaria, retienen algunos de los controles reguladores de sus progenitores

normales. pero esos controles pueden perderse o alterarse durante la progresion de un



Introduccidn 10

estado hormeno-dependiente a la independencia hormonal [43].

En términos generales, cerca de un tercio de los tumores positivos para ER no
responden a la terapia endocrina. Esto fue atribuido inicialmente a la heterogeneidad
celular dentro del tumor con respecto a la sensibilidad hormenal [44] v a la existencia
de algun defecto post-receptor que impidiera la activacién de la transcripcién génica
i17].

Otra posibilidad es la existencia de receptores anormales asociados a un fenoti-
po de resistencia. A nivel de proteina se han descrito modificaciones post-traducciona-
les de ER que implican fosforilacién, modulando la union de la hormona, y formas trun-
cadas de receptor en su dominio de unién al DNA [45]. A nivel de RNA, se han identifi-
cados transcritos inusuales para ER en biopsias de carcinomas de mama [37, 46-48|
que en caso de ser traducidos a proteinas viables, podrian interferir con la funcionali-
dad del receptor normal.

Cultivos de lineas celulares sensibles a la accién hormonal mantenidas en
ausencia de esteroides experimentan una pérdida de respuesta manteniendo sus recep-
tores intactos, lo que sugiere que la transicidén a un estado de hormono-independencia
puede también ser debida a mecanismos de proliferacién alternativos en los que la pér-
dida del receptor podria ser una consecuencia y N0 una causa.

Por Gltimo, existe otra posibilidad para explicar la transicidén a un estado de hor-
mono-independencia que implica la secrecién de factores de crecimiento autocrinos
por las células neoplasicas. La expresion constitutiva, no regulada por estrogenos,
podria justificar la aparicidn de un fenotipo independiente.

Esta hipdtesis se vid avalada por hallazgos importantes, en células en cultivo los
estrégenos estimulan la secrecidn de factores de crecimiento mitogénicos (TGF-ot, IGFs)
e inhiben la secrecién de factores de crecimiento negativos como TGF-B. {13] que a su
vez es inducido por anti-estrégenos |49, 50). Ademas se describid la expresidn de
receptores de EGF en biopsias de cdncer de mama, fundamentalmente en el grupo de
tumores ER- y su presencia se asocia con un peor prondstico [31]. También cuenta con
evidencias en contra como estudios de transfeccion con un DNA complementario
(cDNA) de TGF-e0 en la linea celular MCF-7, hormono-dependiente, que provoca la
sobreexpresion de TGF-a reteniendo su sensibilidad a estrogenos 52| y la utilizacion
de anticuerpos anti-EGFR que bloquean el efecto proliferativo del TGF-a pero no el de

los estrégenos |33
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2.2.- FACTORES DE CRECIMIENTO EN CANCER DE MAMA

Los factores de crecimiento se definen como polipéptidos que modulan la proli-
feracion celular a través de la unidn con receptores especificos de alta afinidad localiza-
dos en la membrana celular, desencadenando una cascada de sefiales bioquimicas que
resultan en la activacion o represién de distintos genes. Ademas, el descubrimiento de
que los productos de ciertos oncogenes eran homdlogos estructurales de ciertos facto-
res de crecimiento y sus receptores, fes atribuyé un papel fundamental en el estudio de
la transformacion celular y la carcinogénesis.

Segun su accion final, los factores mitogénicos pueden clasificarse como facto-
res de “competencia” (PDGF, FGF) que impulsan el avance desde Go a G1 y factores de
“progresion” (EGE IGF-I, TGF-¢) que son necesarios para la adquisicion del compromi-
so de la replicacién y, por tanto, responsables de la transicion G1/S (Figura 3). La transi-
cion a lo largo de la fase Gl requiere la estimulacién por el factor durante varias horas;
si la senal es interrumpida por un corto periodo de tiempo, la célula vuelve al estado
Go. Existen ademas factores inhibidores como TGF-f3, interferones o TNF que pueden
antagonizar tos efectos proliferativos de los factores mitogénicos |54, 55].

Figura 3. Respuestas celulares a los factores
de crecimiento.

Los factares de competencia determinan la entrada
en el ciclo celular. La transicion de Gl a la fase S
Inhibicién estd mediada por los factores de progresidn mien-
TGF-p tras gue el proceso de mitosis no requiere de sefiales
extracefutares.

Gran parte de la importancia de los factores de crecimiento se debe a su impli-
cacién en el proceso neopldsico. Las células transformadas muestran un descenso en el
requerimiento de suero para crecer, es decir, no necesitan de factores de crecimiento
exdgenos y este fendmeno podria estar mediado por fa activacidn de la sintesis de fac-
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tores de crecimiento enddgenos, la sintesis de receptores alterados para estos factores
de crecimiento, o por la activacion de algiin mecanismo post-receptor que sustituya la
necesidad de factores de crecimiento |56].

Varios oncogenes virales identificados por transfeccién representan formas alte-
radas de genes celulares que codifican receptores de factores de crecimiento de la fami-
lia tirosin-quinasa. A este respecto, existe una clara evidencia de que el oncogén v-erbB
codifica una versién truncada del receptor de EGF (EGFR) gque contiene Unicamente la
region transmembrana v el dominio asociado con la actividad tirosin-quinasa, implica-
do en la estimulacion de la proliferacion celular (57]. Esto implica la posibilidad de que
el receptor se encuentre permanentemente activado sin la necesidad de la union del
ligando. Ademas del caso v-erbB/EGFR, se ha visto este tipo de homologia en otros
receptores (v-fms/CSF-1R, kit/MGFR, trk/NGFR, met/HGFR) |55].

Como ya se ha apuntado brevemente, las células transformadas requieren
menos factores de crecimiento exdgenos para su Optimo crecimiento y multiplicacion
con respecto a las células normales. Para explicar este fendmeno se postula que esas
células podrian llegar a ser malignas por la produccion endégena de factores de creci-
miento polipeptidicos que actlan sobre las células que los secretan via receptores fun-
cionales permitiendo la expresion fenotipica del péptido por la misma célula que lo ha
producido. Este proceso se ha denominado secrecion autocrina |58], v ha llegado a ser
el concepto fundamental que relaciona oncogenes y factores de crecimiento. Los onco-
genes confieren autonomia de factores de crecimiento a las células, no sélo codifican-
do directamente factores de crecimiento autocrinos, sino también amplificando las
sefiales mitogénicas generadas por éllos {56].

Segun esta hipdtesis autocrina, vy teniendo en cuenta que existen factores de
crecimiento lanto estimuladores como inhibidores, se puede postular que la transfor-
macién maligna es el resultado no sélo de la excesiva produccion, expresion y accidn
de factores autocrinos positivos, sino también del fracaso de las células para sintetizar,
expresar o responder a factores negativos especificos que las células liberan normat-
mente para controlar su propio crecimiento.

Ademads, la hipdtesis autocrina podria explicar el control del crecimiento en
células de cancer de mama hormono-dependiente de forma que estas ¢élulas secreten,
en respuesta a estréogenos, niveles elevados de factores de crecimiento mitogénicos y
niveles bajos de factores inhibidores [59]. El efecto de los antiestrogenos seria el con-
trario, es decir, incrementar la produccidn de factores inhibidores e inhibir la secrecidn
de mitdgenos. Por otra parte, tas células hormono-independientes, podrian expresar de
forma constitutiva altos niveles de factores mitogénicos en ausencia de estrégenos v,
de esta forma, ser independientes a la accién hormonal.
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Las células epiteliales de cancer de mama son capaces de secretar in vitro facto-
res de crecimiento, entre los que se incluyen los factores de crecimiento transformantes
(TGF-¢1, TGF-PB), factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-1, IGF-II), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y
descrito recientemente, el factor de crecimiento derivado de la mama (MDGF- 1), secre-
tacdo por la leche humana y por el medio condicionado de lineas celulares de cancer de
matma |60, 61]. La secrecidn de TGF-o e IGF-1 es estimulada por estrégenos, fundamen-
tando la posibilidad de que los efectos mitogénicos de los estrogenos sean indirectos y
mediados por cambios en la secrecién de factores de crecimiento.

A continuacion, se expondran brevemente las caracteristicas de los factores de

crecimiento incluides en nuestro estudio.

2.2.1.- Factor de crecimiento epidérmico / Factor de crecimiento trans-

formante-alfa.

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es el prototipo de una amplia familia
en la que se inciuyen el factor de crecimiento transformante-alfa (TGF-at), la ampireguli-
na (AR), el factor de crecimiento derivado de schwannoma (SDGF), el factor similar al
EGF de unién a la heparina (HB-EGF), y varios ligandos para el receptor HER-2/erbB-
2/neu entre los que se incluyen el factor de diferenciacién de new (NDF) v las heregulinas
|4] (Figura 4). Todos estos miembros de la familia del EGF proceden de proteinas pre-
cursoras ancladas a membrana que también han sido descritas en invertebrados (los
productos de los genes lin-3 y spitz). También pertenece a esta familia una proteina viri-
ca denominada factor de crecimiento de la viruela (VGF).

Los miembros de esta familia estdn caracterizados por la presencia de una o
varias "unidades estructurales de EGF” en sus dominios extracelulares. Esta unidad se
define por la existencia de seis residuos de cisteina conservados dentro de una secuen-
cia de 35-40 aminodcidos. Los precursores humanos y de ratén (proEGF) son proteinas
de membrana de mas de 1200 aminoéacidos con un total de nueve unidades de EGF en
la regién extracelular; la unidad mas cercana a la regién transmembrana correspende al
EGF maduro, mientras que las oche unidades restantes tienen una funcién desconoci-
da |62]. El EGF es un polipéptido termoestable con una longitud de 48 a 53 aminoaci-
dos. Sus efectos en la célula incluyen mitogénesis, transporte de nutrientes y electroli-
tos, glicolisis y cambios morfoldgicos. El EGF humano, también conocido como urogas-
trona, fue aislado en orina en base a su actividad antisecretora gastrica [63]. La expre-
sion de EGF ha sido observada a niveles de RNA mensajero y de proteina en rifidén, pan-

creas, intestino delgado y cerebro de ratén adulto.
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Figura 4. Factores de crecimiento anclados a membrana de la familia del EGF.
Se representan las “unidades estructurales de SGF”, la zona del factor soluble y los dominios transmemerana (cajas negras)

El precursor proEGF es sintetizado como una glicoproteina de entre 140 y 170
kDa, dependiendo det nivel de glicosilacién que, una vez que alcanza la membrana
celular, sufre una ruptura proteolitica en el extremo C-terminal, generando la forma

madura sotuble.

Bl TGEF-or es un polipéptido aislado, como un mitégenoe relacionado con el EGF,
en el sobrenadante de cultivos de células fransformadas por oncogenes |64).Hay distin-
tas formas de TGF-a secretado, con tamafios entre 5y 20 kDa. La forma mds pequefia
tiene una longitud de 50 amincacidos y muestra una homologia con el EGF humano y
de ratdn del 44% v 33% respectivamente |65|. La caracterizacion del cDNA ha revelado
que esta forma de 50 aminodcidos se sintetiza como un precursor {(proTGF-o) de 160
aminoacidos en humanos y de 159 en rata [66]. Estudios bioquimicos y celulares han
confirmado que proTGF-¢ es una proteina de transmembrana |67|. La secuencia del
péptido madurc (correspondiente a los residuos 40-89 en proTGF-of) estd muy conser-
vada, mostrando un 92% de homologia entre las formas humana y de rata |66] y se
genera a partir de un mRNA de 4,5-4 8 kb que, en la forma humana, corresponde a seis
exones en un gen de al menos 70-100 kb de longitud, {focalizado en el cromosoma 2
|68]. La heterogeneidad en cuanto al tamafio de las formas de TGF-o puede explicarse
por diferentes rupturas proteoliticas en el dominio externo del precursor y por el grado
de glicosilacion, que dependen del tipo celular |68].

El interés en el estudio del TGF-a. tiene su origen en la presencia de este factor

en tumores 169-71], lineas celulares derivadas de tumores |72, 73], y ¢élulas transforma-
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das por oncogenes celulares, retrovirus y promotores tumarales [74, 75]. La implicacién
de este factor en algunos aspectos de la tumorogénesis ha sido sugerida por la inciden-
cla tan alta de neoplasias de mama y de higado en ratones transgénicos que sobreex-
presan TGF-¢t. La expresion de este factor se ha detectado en tejidos adultos entre los
que se incluyen la pituitaria, cerebro, queranocitos y macréfagos, y esta elevada en
células de cancer de mama en respuesta a agentes promotores tumorales como los
ésteres de forbol, EGF o al propio TGF-o. {761,

Ademads de la similitud estructural y en que ambos factores se producen en
forma de prohormonas, ¢l EGF y el TGF-a ejercen sus funciones a través de su unidn al
mismo receptor, el receptor del EGF (EGFR).

No existen evidencias para afirmar que el EGF por sf mismo se asocie con la
induccidén y la capacidad de invasién de las células tumorales. La biosintesis de este
factor queda restringida a algunos tejidos y ni el precursor ni el EGF son producidos
por las células transformadas |77|. En contraste, el TGF-o. se relaciona generalmente
con la proliferacian epitelial y las células tumorales. Existen varios aspectos de la bio-
logia del TGF-o relevantes en cuanto a la tumorogénesis: la expresidn inapropiada o
sobreexpresion de TGF-a, la amplificacion del receptor de EGF/TGF-¢¢ en algunas c¢élu-
las tumorales |78], y el incremento de respuesta de las células al TGF-a producido por
las variaciones en las rutas biocguimicas normalmente estimuladas por el complejo

activado ligando-receptor.
2.2.2 - Factor de crecimiento transformante beta.

El TGF-B es un factor de crecimiento polipeptidico estable y muitifuncional. Se
han descrito receptores para esta proteina en casi todas las células de mamifero estu-
diadas pero, sin embargo, el efecto de este factor depende del tipo celular y del estado
fisioldgico de las células {79, 801.

La forma descrita originalmente, y ahora denominada TGF-B1, es sélo uno de los
miembros de una superfamilia de proteinas genéticamente relacionadas e implicadas
en la regulacién del crecimiento, diferenciacidn y funcidn en distintos organismos.
Estas proteinas inciuyen otras formas de TGF-B, denominadas TGF-B2. TGF-B3, TGF-B4
y TGF-B5, asi como activinas, inhibinas, proteinas morfogenéticas dseas (BMPs), el pro-
ducto del gen decapentaplégico de Drosophila, la hormona anti-Mlleria y productos de
genes de Xenopus y de ratén |81]. TGF-Bl v TGF-B2 han sido aisladas en tejidos o en
medio condicionado de lineas celulares mientras que las otras tres isoformas séio han
sido identificadas a través del "screening” de librerfas de DNA complementario (cDNA).

La forma TGF-Bl fue aislada de plaquetas y placenta humanas, rifnén bovino y
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células de embriones de ratas transformadas por virus como una proteina de 25 kDa no
glicosilada constituida por dos subunidades de 13 kDa unidas por puentes disulfuro. El
clonaje del TGF-B1 humano, de mono vy de ratdn ha permitido ia descripcién de una
protefna precursora de 45 kDa en cuya regidn C-terminal estd localizado el mondmero
maduro de TGF-P1 [82]. La forma TGF-B2 fue aislada de hueso bovino, plaquetas de
cerdo, lineas celulares de adenocarcinoma de prdstata humano v glioblastoma como
un dimero de 30 kDa. La secuencia de aminodacidos de TGF-B3 fue determinada a partir
de un cDNA preparado a partir de tejidos humanos, de pollo |83} v de ratén |84, 85],
mientras que TGF-B4 y TGF-B5 han sido descritos en condriocitos de embriones de
pollo |86, 871y en embriones de Xenopus respectivamente.

Todas {as formas de RNA mensajero de TGF-8, codifican iargas proteinas precur-
soras con una secuencia de aminodcidos en el extremo C-terminal asociada con la
regidn bioldgicamente activa de la molécula y que muestra una gran homologia {71-
829%) entre las cinco isoformas. Esta es una regidn altamente conservada, la diversidad
en la secuencia corresponde fundamentalmente a la region “pro” del precursor.

A través de experimentos in vitro se ha establecido la multifuncionalidad de los
distintos TGF-B |88]. Sus efectos dependen de la naturaleza de la célula, su estado de
diferenciacion y las influencias del entorno como son la composicién de la matriz extra-
celular y la presencia de otros factores de crecimiento actuando en la célula al mismo
tiempo.

Algunas de las actividades biolégicas de este factor son:

» Proliferacién: Los TGF-Bs son potentes inhibidores para la mayoria de las
células epiteliales y las células del sistema hematopoyético mientras que estimulan el
crecimiento de muchas células de origen mesenquimal. Para algunas células, el TGF-3
puede tanto estimular como inhibir el crecimiento dependiendo de la presencia de
otros factores de crecimiento de forma simultdnea en el medio de cultivo. El efecto
inhibidor del TGF-B es generalmente reversible excepto cuando estd asociado a un pro-
ceso de diferenciacion terminal,

s Diferenciacién: El TGF-B puede inducir la expresién de un fenotipo diferencia-
do en algunas células y bloquearlo en otras.

+ Funcionalidad: Este factor es capaz de regular distintos aspectos de la funcidn
diferenciada de muchos tipos celulares. Al igual que sus efectos sobre la diferencia-
cion, los efectos sobre la funcion pueden ser totaimente independientes de cualquier
tipo de cambio en fa proliferacion celular.

Aungue, como va se ha descrito, la forma activa del TGF-1 es un dimero unido

por puentes disulfuro generado a partir de la region carboxilo-terminal del precursor, la
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mavoria de las células en cultivo secretan una forma latente incapaz de unirse a los
receptores de la superficie celular sin una previa activacién in vitro |89, 90].

La forma latente del TGF-B1 (235 kDa) es un complejo de alto peso molecular
formado por la forma activa de 25 kDa, asociada no covalentemente con un dimero de
la regidn “pro” del precursor (75 kDa) (Figura 5). En la mayoria de los casos, esta regidn
“pro” esta unida a una glicoproteina genéticamente no relacionada (~135 kDa) de fun-
cion desconocida, aunque se cree que puede regular la biosintesis o activacidn del

complejo latente |91].

R /Proteina de union

Regidén "pro*

' del presurser
/f/j/f’f ////A/deTGF-m

= =\TGF-B1

) Figura 5. TGE-b1: forma activa y forma

latente en la es secretado.

TGF-31 forma activa TGF-31 forma latente

En algunas células se ha descrito un complejo latente que carece de la proteina
de unidén. Los complejos para TGF-B2 y TGF-B3 no han sido completamente caracteriza-
dos pero se cree gue son estructuralmente similares al descrito para TGF-BI. Las dife-
rencias en la secuencia de la regidn "pro” del precursor podrian ser las responsables de
la especificidad de las distintas isoformas por tejidos diferentes asi como influir en la
capacidad para ser activadas.

La forma latente puede ser activada in vitro por cuaiquier cambio que implique
una modificacidn de la estructura terciaria del complejo, tal como exposicién a agentes
cactropicos, a pH extremo © a la accidon de ciertas proteasas o glicosidasas |90, 92]. El
mecanismo de activacidn in vive parece ser altamente compleio con moléculas implica-
das como la plasmina o el receptor de IGF-ll/manosa 6-fosfato.

Los polipéptidos hormonalmente funcionales actidan en las células diana
mediante la unién especifica con proteinas integrales de membrana acopladas a trans-
ductores de la sefial citoplasmaticos. El TGF- se une con alta afinidad a la superficie
de muchos tipos celulares (93, 94|. Han sido identificados dos glicoproteinas {recepto-
res 1y 1) v un proteoglicano de membrana, denominado betaglicano (receptor tipo I11)
como los componentes que se unen con mavor afinidad al TGF-B |80, 95|
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Recientemente se ha caracterizado un receptor para TGF-B y activina del tipo | denomi-
nado ALK-5 [96].

Aungue no se conoce demasiado acerca de las rutas de transduccién de la sefial,
parece clare que la union del TGF-B a las células tiene efectos importantes, tanto en la
expresion génica como en acontecimientos a nivel de citoplasma como son estabiliza-
cidn del mensaie, traduccidn, y modificaciones post-traduccionales de proteinas |97].
Ademas, el TGF-B también tiene efectos sobre la expresién de proteinas de la matriz
extracelular y de enzimas implicadas en su degradacion; de hecho, se piensa que
muchas de las funciones bioldgicas de las formas de TGF-B estan mediadas en parte
por alteraciones en la composicidon o en la extension de la matriz extracelular. También
son relevantes los efectos sobre {a expresion y actividad de proto-oncogenes y recula-
dores transcripcionales y los mas recientes nexos postulados entre el TGF-B y el gen
supresor del retinoblastoma (rb) [98-1001.

El crecimiento celular no restringido provocado por la ausencia de la actividad
inhibidora del TGF-B es quizas la mas importante de las posibles consecuencias deriva-
das de una pérdida patoldgica de la funcién del TGF-B.Esta pérdida de funcion puede
ser debida a defectos en la expresion o activacion del TGF-§, o bien a defectos a nivel

del receptor o post-receptor [ 1014,

2.3.- EL RECEPTOR DE EGF. RECEPTORES TIROSIN-QUINASA

2.3.1.- Receptores tirosin-quinasa. Generalidades

Un gran ndmero de factores de crecimiento estimulan fa mitogénesis celular por
interaccion con una familia de receptores que poseen actividad intrinseca tirosin-qui-
nasa. Estos receptores tirosin-quinasa (RTKs} estan constituidos por un dominio extra-
celular de unién al ligando conectado a un dominio intracelular catalitico responsable
de la generacion de un mensaje bioquimico {Figura 6) [102].

La combinacién de las funciones de unidn al ligando y catalitica dentro de una
misma molécula situada a ambos lados de la membrana, representa un modeio Gnice
de regulacion alostérica dentro del contexto de la activacién, generacidn y control de la
sefial bioldgica. Ei dominio transmembrana no tiene funcionalidad en la transduccidn

de la senal.



Introduccidn 19

DOMINIOS

Extracelular

Transmeambrana

Yuxtamerbrana

Figura 6. Prototipo de receptores tirosin-quinasa.
Estdn indicados los extremos carboxilo y amino-terming-
les, el sitio de unidn al ligando, al ATP y a sustratos
enddgenos. 1Los civculos BPlancos representan los residuos
de cisteina i los negros los residuos de tirosina implicados
en la funcionalidad del recepfor.

Tirnsin-Quingsa

Esta familia de glicoproteinas de la superficie celular se clasifica en en subclases
estructuraimente distintas que pueden reflejar distintas vias moleculares de activacion
celular |103] (Figura 7}. La clasificacién estd basada en la propuesta por Ullrich y

Schlessinger en 1990.

I II 11X IV v Vi VII VIIX I1X

\
N
EGFR InsulinR PDGFaR FGFA1 FIt V/WEGFR Met/HGFR TrkA Eph Axl
HER2/neu/c-erb8-2 Insulin relatedR PDGFpR FGFR2 FIk/KDR TrkB Elk
HER3/c-erhi-3 IGF-1R MCSF-1H FGFR3" TrkC Eck
c-kit FGFR4 Eek
Erk
Cekd/Mekd/HEK
Ceks

Figura 7. Subfamilias de receptores tirosin quinasa.
Se detallan las siguientes caracteristicas estructurales: dominie tirosin-quinasa {barras punteadas), dominios transmembra-
na (zonas negras). dominios ncos en cisteina (barras rayadas), dominios similares a inmunoglobuling (semicirculos)
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2.3.2.~ El receptor de EGF

El receptor de EGF (EGFR) es una proteina tirosin-quinasa de 170 kDa que se
expresa en la mayoria de tipos celulares y tejidos [104] (Come revision: [105]). Su
secuencia completa de aminodcidos ha sido deducida mediante quimica de proteinas y
clonaje de cDNA |57, 78|. Se produce la ruptura de un péptido sefial en el extremo
amino-terminal para dar lugar a la proteina madura de 1186 residuos (621 aminodcidos
corresponden al dominio extracelular y 542 al dominio intracelular separados por una
regicn transmembrana de residuos hidrofébicos).

El gen del EGFR se localiza en la regidon pl13-q22 del cromosoma 7. Las células
normales y transformadas que expresan EGFR tienen dos especies de mRNA con tama-
nos de 10y 5.6 kb |78]. Ha sido detectado un tercer mRNA de 2.8 kb en células A431 de
carcinoma de vulva que se traduce en una proteina derivada de un gen truncado que
carece de los dominios transmembrana y quinasa.

Otros miembros de esta subclase (Clase I, fig anterior), incluyen la proteina
codificada por c-erbB-2/neu/HER-2 (p185) v la correspondiente al gen erbB-3. La caracte-
ristica distintiva de esta subclase es la presencia de dos regiones repetidas con secuen-
cias ricas en cisteina dentro del dominio extracelular y un dominio tirosin guinasa inin-
terrumpido en la region citoplasmatica {106].

l.os principales ligandos del EGFR son EGF y TGF-0, aunque también actdan
como ligandos la ampiregulina y HB-EGFE Se especula acerca de que el TGF-of es el
ligando durante la vida fetal y embrionaria mientras que el EGF es e} ligando normal
desde el perfodo necnatal hasta la vida adulta, y que la expresion de TGF-« puede [le-
gar a ser mayoritaria de nuevo si las células se vuelven tumorales | 107].

La unidn del ligando induce dimerizacion del EGFR y autofosforilacion 106,
108|. Cuando se produce esta union, el dominio extracelular experimenta un cambio
conformacional que induce la oligomerizacién del receptor, estabilizando las interaccio-
nes entre los dominios citoplasmaticos adyacentes y activando la funcién quinasa por
interaccion molecular. Los dimeros de receptores poseen una elevada actividad tirosin-
quinasa y una alta afinidad por el ligando, mayor que la descrita para {a forma mono-
meérica.

Los RTKs catalizan la fosforilacidon de sustratos exdgenos asi como de residuos
de tirosina dentro de sus propias cadenas polipeptidicas. Los sitios de autofosforila-
cion del EGFR estan localizados en la cadena carboxi-terminal [109]. La autofosforila-
cion parece liberar una represion interna estableciendo una conformacion del receptor
iddénea para interaccionar v fosforilar sustratos celulares.

Tanto el EGFR como el resto de los RTKs tienen un potencial oncogénico latente
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debido a su capacidad para generar una sefial mitogénica que, cuando es activado,
resulta en un escape del control de las rutas normales de sefializacion.

Los productos de oncogenes retrovirales derivados de RTKs representan mode-
los ideales de estudio de estructuras implicadas en la activacion de la quinasa y la
regulacién de las rutas de sefializacion. Ademas de alteraciones estructurales causadas
por reordenamientos cromosémicos de genes RTK, [a sobreexpresién de ciertos RTKs
asi como la secrecion autocrina de los ligandos, puede ser decisiva para la iniciaciéon y
progresion de procesos neoplasicos [102].

En la glandula mamaria el EGFR se localiza en las células epiteliales, sobre todo
en las mioepiteliales, y. de forma variable, en el estroma | 1].

Fi prondstico es peor para los pacientes cuyos tumores sobreexpresan EGFR
debido generalmente a un aumento en el nivel de mensajero. Ha sido establecida una
correlacion inversa entre los niveles de EGFR y el contenido en receptores de estroge-
nos, compatible con un modelo autocrino para la estimulacion del las células tumaora-

les.

3.- FACTORES GENETICOS

3.1.- GENERALIDADES

Se ha estimado en un 5-10% el céncer de mama en mujeres de menos de 50
afios asociado con una predisposicion familiar a padecer la enfermedad. Estudios epi-
demiclégicos en estas familias favorecen la hipdtesis de que existe un gen dominante
autosdmico heredado en una proporcién mucho mas alta en canceres premenopatsi-
cos que postmenopalsicos. Todavia no se conoce con certeza cuantos son los genes
implicados, su localizacidén cromosdmica, su funcién a nivel celular o los mecanismos
por los que dichos genes son transmitidos o expresados |51,

Los canceres humanos mas comunes son aquelios en los que estan implicadas
células epiteliales, es decir, que se desarrollan en tejidos con un altisimo grado de
recambio celular. Este tipo de procesos tumorales son consecuencia de uno o varios
cambios permanentes que propician un estado patolégico de proliferacién continuo o
incluso aumentado. Los cambios a los que se hace referencia pueden ser positivos
dominantes conduciendo a {a célula a una infinita sucesion de ciclos proliferativos o

bien negativos, incapacitandola para experimentar una diferenciacion o una muerte
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celular programada normaies |110]. Esto quiere decir que la alteracion en el DNA
puede resultar tanto en la activacidn de genes estimuladores del crecimiento {oncoge-
nes dominantes) comao en la inactivacidon de genes inhibidores del crecimiento (genes
supresores) (LT[ 1121,

la localizacion e identificacion de estos genes se puede abordar mapeando cro-
mosomas de familias afectadas por la enfermedad con el fin de identificar marcadores
genéticos asociados con la enfermedad diferenciables en los sujetos sanos. En el caso
de familias con historia de cdncer de mama, ha sido detectado un patrén de estos mar-
cadores en el cromosoma 17 y ha sido atribufdo a un gen responsable del cancer de
mama familiar, de la “patologia preliferativa de la mama” y de algunos canceres de ova-
rio, denominado BRCA2 I y localizado en la regién 17q21-23 {113,

Parece que la predisposicién genética para padecer cancer de mama se relaciona
de forma directa con la predisposicion a desarrellar una enfermedad conocida como
"patologia proliferativa de la mama” considerada como un estadio premaligno. Esta
enfermedad se origina en ta unidad ductal terminal, es polimérfica y sus focos iniciales
se detectan frecuentemente en muestras de mastectomia. Los genes dominantes para
la "enfermedad proliferativa de la mama” como estadio inicial en la progresién al can-
cer de mama no han sido identificados todavia, aungue se han descrito distintas altera-
ciones genéticas en las que estdn implicados tanto oncogenes como genes supresores
(Figura 8) |114})

El gen nm?23 se pierde durante el proceso metastasico de la progresién del can-
cer pero todavia no ha sido asociado con el cancer familiar. Este gen fue aislado de una
linea celular de cancer de mama metastdsico; estd implicado en el desarrotlo normal y
cuando el gen es mutado o se pierde induce un crecimiento anormal y metdstasis
[L15]]116].
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3.2.- ONCOGENES Y GENES SUPRESORES

Los oncogenes son formas alteradas de genes celulares normales conocidos
como proto-oncogenes. Fueron identificados mediante el estudio de retrovirus trans-
formantes [117}. Algunos retrovirus tienen la capacidad de incorporar fragmentos de
genes celulares al genoma viral favoreciendo la formacion de tumores. Estos oncogenes
retrovirales no son mas que formas alteradas de proto-oncegenes celulares que han
sido incorporados al genoma viral por recombinaciones ilegitimas durante las infeccio-
nes viricas [118].

Se han descrito diversos mecanismos por los que se puede producir la activa-
cién de proto-oncogenes a las formas oncogénicas responsables de la transformacion
|119]): amplificacidon génica {aumento del nimere de copias del gen) con aumento de la
expresion del producto codificado, alteraciones por mutacidn, deleciones, inserciones y
traslocaciones cromosémicas que pueden producir una expresion aberrante, ete.

Por medio de los estudios de transfeccién in vilro de células de ratén con DNA
genomico extraide de tumores solidos humanos, se han llegado a identificar varios
proto-oncogenes que han sufride la fransformacion a la forma oncogénica en varios
tipos celulares.

Se han identificado varias familias de genes que ejercen sus funciones como fac-
tores de crecimiento, receptores para estos factores, segundos mensajeros o como fac-
tores de transcripcion, todos ellos implicados en el complejo entramado de sefializa-
cidn gue conduce, en cascadas sucesivas, al crecimiento, 1a proliferacion vy la diferencia-

cion celular [L10]:

FUNCIONES BIOLOGICAS DE ALGUNOS PROTO-ONCOGENES CELULARES
Funcian Proto-oncogenes
Factores de crecimiento sis (PDGE), int-2, hst-1
Receptores de factores de crecimiento erbB (EGFR). fms (CSFR), mel (HGFR),
con actividad tiresin-guinasa new, ros, ek, rot
Tirosin-quinasas sre, abl, Ick, yes
Regulacion de transduccidn de la sefial Ha-ras, K-ras, N-ras, gsp, gip
Serin/freonin-gquinasa mos, raf
Faclores de transcripcidn myc, myb, fos, c-jun rel
| —
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En el cancer de mama humano, la amplificacién génica es el mecanismo de acti-
vacion mas frecuente |120]. En cuanto a la incidencia de mutaciones puntuales o tras-
locaciones en cancer de mama, se podria hablar de una pequefa proporcidn de tumo-
res en los que se han detectado mutaciones puntuales de alguno de los genes de la
familia ras, pero parece que este tipo de defecto genético no tiene una importancia rele-
vante en el desarrollo esta patologia. Hasta el momento no se han descrito traslocacio-
nes.

l.a presencia de oncogenes puede explicar la aparicién de muchos tumores pero,
dada la naturaleza somatica de la mutacidn que los origina, no se puede explicar la pre-
disposicion genética para padecerlos, que debe transmitirse por medio de otros genes
diferentes.

Una posibilidad es que el componente hereditario sea un gen supresor inactiva-
do por una pequena delecidén o mutacidén puntual. Su comportamiento es recesivo a
nivel celular y por tante la copia normal residual del gen compensa completamente el
defecto, que puede persistir en la poblacién. Los portadores pueden no desarrollar
nunca el cancer, pero si en una o varias células de un drgano vulnerable, la dnica copia
funcional del gen es dafada o perdida, la transformacién maligna sera altamente pro-
bable.

Las células pueden descubrir la existencia de una Unica copia mutada de un gen
supresor mediante una delecidén en el alelo normal. La existencia de esta pérdida de
heterocigosis indica que es probable que exista un gen supresor en alglin Jugar dentro
de los limites de la deleccidn [111]. En el cancer de mama se ha demostrado pérdida de
heterocigosis en varias regiones cromosomicas: 17p, 17q, 16p, 13q, Ilpy lq. La lesién
en 13q probablemente se relaciona con el gen de retinoblastoma (Rb) y hay bastante

certeza de que el gen relevante en 17p es el gen supresor p53.
3.2.1.~- Oncogén neu/c-erbB-2/HER-2:

Este oncogén fue identificado en DNA de neuroblastomas de rata inducidos qui-
micamente. La forma oncogénica en rata contiene una mutacién puntual gque provoca
la sustitucion de un unico aminoacidoe en la regién transmembrana de la proteina y que
es la responsable del potencial oncogénico asociado con un incremento de la actividad
tirosin-quinasa {121, 122].

El oncogén c-erbB-2/HER-2/neu se localiza en el cromosoma 17 (17g21) y tiene
como producto una fosfoglicoproteina de 185 kDa conocida como pl185 @82 que atra-
viesa la membrana celular, y que adopta las caracteristicas estructurales descritas para

esta subclase de receptores con actividad tirosin-quinasa. Aunque no se conoce la
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identidad del ligando para este receptor, se piensa que se trata de un factor de creci-
miento celular. Han sido propuestos distintos candidatos, el primero descrito fue una
glicoproteina de 30 kDa (Gp30) secretada por una linea celular de cédncer de mama
[ 123]. Posteriormente se aisld y caracterizé una segunda forma de 75 KDa que interac-
ciona de forma especifica con p185 @#8-21124]. Las heregulinas son un familia de protef-
nas {45KDa) que se unen e inducen la fosforilacion de pl185 estimulando el crecimiento
de una linea celular de cédncer de mama in vitro | 125]. Se ha clonado después un gen que
parece ser el homdlogo de la heregulina en rata denominado NDF{factor de diferencia-
cion de new) [126] (Ver 2.2.1}. Por tltimo, se ha descrito un factor activante especifico de
R85 |127].

En humanos, se ha descrito la amplificacion del gen en un 9-33% de carcinomas
de mama asi como en otros tumores y en un gran nlimero de lineas celulares derivadas
de adenocarcinomas, entre ellas de origen mamario [128}. La sobreexpresidn de pl185
puede suceder con y sin amplificacién génica. Ademds del mecanismo de amplifica-
cién, se ha descrito la sustitucidn de isoleucina por valina en la posicion 655 en un ade-
nocarcinoma de mama humano pero se piensa que no tiene significado en la activacion
oncogénica [129]. Es, por tanto, el mecanismo de amplificacion del proto-oncogén el
mecanismo de activacién mas comun | y et que se ha descrito para el cancer de mama
en un gran nimero de trabajos.

El trabajo pionero fue el de Slamon y col. [130] que analizaron extractos de DNA
de tejido tumoral por la técnica de Southern en 189 carcinomas de mama. Se detectd
amplificacién en un 30% de las muestras, y esta amplificacién se correlaciond con un
peor prondstico. Posteriormente se han ido publicando trabajos con resultados muy
variados y en ocasiones contradictorios. En este momento todavia no ha sido estableci-
do el valor prondstico de este factor.

Ademds de la determinacién del nimero de copias del gen, el desarrollo de anti-
cuerpos contra la proteina p185, permite determinar los niveles del producto del gen en

las muestras tumorales, bien por inmunohistoguimica o por enzimoinmunoensayo.
3.2.2.- Otros oncogenes y genes supresores en cancer de mama

s int-2/hst/bcl-1 (unidad 11q13): el gen int-2 aparece amplificado hasta
en un 19% de los carcinomas de mama y esta amplificacién se correlaciona con la exis-
tencia de recidivas locales, edad superior a 50 afos y la presencia de metdstasis gan-
glionares axilares. El "screening” de la region entre 11gl1 y 11924 detectd co-amplifica-
cién de los oncogenes bel-1 y fist en los tumores en los que se habia descrito amplifica-

cién del inl-2. Sin embargo. la amplificacion de estos genes no se correlaciona con la
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expresion de sus RNAs mensajeros. Se postula que algin cncogén todavia no identifi-
cado en la unidad de amplificacion 11g13 puede ser el responsable del comportamien-

to maligno de estos tumores [114].

* ¢-myc: se ha detectado sobreexpresion de este gen en varios Lipos de
tumores. La proteina ¢-Myc es una proteina nuclear implicada en la regulacion de la
transcripcion de otros genes importantes en la regulacion del crecimiento. La amplifi-
cacion de este gen se asocia con el cancer de mama inflamatorio, edad superior a 50

afios y pecr pronostico.

» c-erbB-3: gen homdlogo del oncogén v-erfB |131] que es expresado por
algunos tumores en niveles relativamente elevados, aunque se desconoce si el gen esta

amplificado o reordenado.

* Rb: se ha detectado inactivacién de Rb en aproximadamente un 30%
de los tumores de mama. Este gen codifica una fosfoproteina nuclear que es inactivada
por deleciones o mutaciones. La forma no fosforilada mantiene las células en Go v G,
mientras que la forma fosforilada libera las células de ese mecanismo de control permi-

tiendo que tengan lugar la sintesis de DNA y el proceso de mitosis.

* p53: La proteina p53 es una fosfoproteina nuclear que se une 3l DNA
inhibiendo la transformacién de células de ratén por c-myc y ras. Esta implicada en la
regulacion del ciclo celular y cuandoe se inactiva conduce a la célula a una proliferacion
descontrolada. Las mutaciones en p53 se detectan en cancer de mama y en otros tipos
de cancer, y la pérdida del alelo en 17p es caracteristica en varios tumores agrupados

en el “sindrome del cancer familiar”

4.- ASPECTOS CLINICOS DEL CANCER DE MAMA

4.1 .-CLASIFICACION EN ESTADIOS DEL CANCER DE MAMA. SISTEMA TMN

La clasificacién en estadios del cancer de mama consiste en definir la extensién
de dicha enfermedad. Se evaitan datos clinicos procedentes de la exploracion fisica de

la paciente, evaluaciones radioldgicas, determinaciones bioquimicas analfticas, datos
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quirdrgicos y estudio anatomopatoldgico del tumor. Esta informacidn es ttil a la hora
de elegir un tratamiento, estimar el prondstico y comparar resultados obtenidos con
distintos protocolos de tratamiento. El sistema de clasificacidn TNM es el reconocido
internacionalmente y adoptado tanto por la Union Internationale Contre le Cancer y la
American Joint Comission on Cancer Staging and End-Resulls Reporting | 132]. Este sistema esta
basadoe en la extensién del tumor (T). la implicacion de ganglios linfaticos (N}, v la pre-
sencia de metastasis (M}

La evaluacion clinica de la existencia de ganglios axilares afectados conlleva un
riesgo de falsos positivos y faisos negativos, sin embargo la clasificacién patoldgica
hasada en la evaluacién histologica de la muestra axilar permite una prediccién del
prondstico mucho mds precisa que la que posibilita la clasificacion clinica [133]. El pro-
néstico de la enfermedad estd claramente relacionado con la extension de jos ganglios

afectados.

4.2.- PARAMETROS ANATOMOPATOLOGICOS

La anatomia patoldgica permite confirmar el diagndstico de malignidad que pre-
viamente establece la clinica con los métodos complementarios de exploracién. Un
estudio anatomopatoldgico de la pieza operatoria obtenida en el tratamiento inicial,
aporta una serie de datos estructurales que permiten hacer una buena valoraciéon en
cuanto al prondstico

Para cada enferma hay que reunir los datos clinicos, los hallazgos operatorios,
los correspondientes a las estructuras de la pieza, valoracion de receptores hormona-
les, asf como otras determinaciones bioquimicas con el [in de conseguir una evaluacion
prondstica mas completa {134].

En la valoracion anatomopatolégica del prondstico se tienen en cuenta: la exis-
tencia de metdstasis ganglionares, el tamafio tumoral, el tipo histolégico v el grado de

diferenciacion histoldgica.

4.2.1.~Grados histologicos de malignidad (diferenciacion tumoral)

L.os grados histoldgicos de malignidad tienen una decisidn subietiva y por si
solos no sirven para hacer deducciones prondsticas. Estan en relacidn con el grado de
diferenciacion de las células tumorales o grado de malignidad. Las clasificaciones mds
utilizadas son la de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) |135] y el sistema de grados de



Introduccion 28

Fisher [136].

El sistema SBR se basa en la valoracidén de tres parametros:

¢ Grado de diferenciacién definido por la capacidad del tumor para formar
estructuras tubulares, glandulares o papilares.

¢ Polimorfismo nuclear {tamafio del nicleo y forma y caracteristicas de la croma-
tina).

* NUmero de mitosis (actividad proliferativa del tumor),

Permite clasiticar los tumores en Grado 1 si estan bien diferenciados, Grado 1l si

son moderadamente diferenciados y Grado )l si estan poco diferenciados |137].
4.2.2.-Clasificacién histologica

Un método mas objetivo es utilizar la clasificacion histolégica de los tumores
malignos. En esta clasificacidn, con sus 1dgicas variaciones, estan de acuerdo los ana-
tomopatélogoes, v cada tipo de tumor lleva ya en si mismo un prondstico de maligni-
dad.

Los tipos mds comunes son los ductales infiltrantes y los lobulillares infiltran-

tes, bien en sus formas puras o en combinacidn con otros tipos tumorales.

A- CARCINOMA “IN SITU”

Se caracteriza porque la proliferacidon de las células malignas tiene lugar dentro
de los conductos y los lobulillos sin invadir el tejido del estroma adyacente.
Dependiendo de su localizacién, caracteristicas citoldgicas y patrones de crecimiento,

se clasitica en ductal y iobulillar.
A.l.- Carcinoma ductal “in situ”

El término “carcinoma ductal in situ” (algunas veces denominado “cancer de
mama intraductal”) describe un conjunto de [esiones en ias que la caracteristica histo-
l6gica comun es la proliferacién de las células malignas dentro de los conductos sin
invadir el estroma y generalmente es diagnosticada basdndose en la existencia de
microcalcificaciones clinicamente ocultas detectadas por mamografia.

El carcinoma ductal “in situ” puede dividirse desde el punto de vista morfolégico
en una variedad de subtipos, siendo los mas comunes el tipo comedo v el no comedo
qgue incluye cribiforme, micropapilar y sdlido. Ei subtipo denominado comedo se carac-
teriza por ndcleos grandes, polimorficos, con presencia de numerosas mitosis y resi-
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duos necrdticos cefulares en el centro de los conductos. En contraste, el subtipo no
comedo se caracteriza por la presencia de nidcleos monomorficos, pocas o ninguna
mitosis y la ausencia de necrosis. Estudios recientes demuestrar que estos subtipos
difieren en su capacidad de proliferacion, en la sobreexpresidn del oncogén c-erfB-2
[138], en la frecuencia de microinvasién oculta {139], en el patrén mamogréfico e inci-
dencia de bilateralidad.

Existen datos procedentes de estudios puntuales que indican que algunos casos
de carcinoma ductal "in situ” evelucionan a un céncer invasivo y que este proceso
puede tardar muchos afios en hacerse evidente |140|. Un estudic indica que el subtipo
comedo es mas susceptible de asociarse con la progresidn hacia un carcinoma invasivo
que el subtipo no comedo |141]. Sin embargo, hasta el moemento presente, no existen

caracteristicas clinicas, morfoldgicas o bioldgicas que puedan considerarse predictivas.
A.2.- Carcinoma lobulillar “in situ”

Este término describe una patologia caracterizada por una proliferacidn sélida de
células pequefias dentro de los lobulillos de la mama (v de forma ocasional en los conduc-
tos) con nlcleos pequefos, uniformes, de forma ovoide y moderadamente irregulares. El
diagndstico puede confundirse con el del carcinoma ductal “in situ”. Generalmente se
locatiza en multiples dareas de la mama, es decir, es multicéntrico, y rara vez se asocia con
carcinomas invasivos no detectados.

La incidencia real de este tipo de cancer en la poblacién no es conocida ya que
carece de signos clinicos o mamogréaficos, se estima su aparicion en 1-3% de las muestras
de biopsia de mama. Es mas frecuente entre mujeres premenopadusicas debido |, en parte,
a que este grupo de mujeres padecen de forma mads habitual patologias benignas de la
mama que requieren biopsia.

Se cree que este tipo de carcinoma puede ser una lesion premaligna o bien un mar-
cador indicativo de un riesgo elevado de desarrollar un cancer de mama invasivo [142].

B.- HISTOLOGIA DE LOS CANCERES DE MAMA INVASIVOS

Los cdnceres de mama invasivos comprenden un grupo histoldégicamente hete-
rogéneo de lesiones. La mayoria de los carcinomas de mama son adenocarcinomas y se
clasifican en funcidn de su apariencia microscoépica, bien como ductales o lobulillares.
L.a mayoria de los tumores parecen originarse en la seccién terminal de los conductos,
independientemente de su tipo histolégico. Los cinco tipos mas comunes de cancer de

mama invasivo son.
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B.1.- Carcinoma Ductal Infiltrante

Es sin duda el mas comin de los tipos histelégicos (aproximadamente 75% de
los cdnceres de mama) y se caracteriza por la ausencia de caracteristicas histolégicas
especiales. Estos tumores son duros a la palpacién y habitualmente metastatizan a los
ganglios linfaticos axilares lo que implica un peor prondstico en comparacién con otros

tipos histoldgicos.
B.2. Carcinoma Lobulillar Infiltrante

Es relativamente poco comun (aprox. 5-10% de los carcinomas de mama). Se
caracterizan por ser multifocates y bilaterales. A nivel microscopico, el carcinoma lobu-
lillar esta formado por células pequenas generalmente dispuestas en hilera, esta forma
de crecimiento se denomina “fila india”, con tendencia a crecer también airededor de
los conductos

Existen variantes como el tipo de célula pequefia o en "anillo de sello” de peor

prondstico que el patrdn cldsico.
B.3.- Carcinoma Tubular

Constituye aproximadamente el 2% de los cinceres de mama. Las metdstasis
axilares no son frecuentes y el prondstico es mejor que en el caso del carcinoma ductal
infiltrante. Se detecta bien mamograficamente, las células presentan baja actividad

mitotica y moderada atipia.
B.4.- Carcinoma Medular

Fsta formado por cordones celulares que se anastomosan entre si, agrupandose
en masas: contiene células grandes muy diferenciadas con nuclecs polimdrficos en
fases de mitosis y frecuentes nucleolos que hacen prominencia en la membrana celular;
hay un alto grado de anaplasia. El estroma es muy escasc, como caracteristica de este
tumor, hay una gran infiltracion linfoidea que ocupa el estroma intratumoral y que, por
su aspecto, da el nombre de medular al tumor. Esta circunscrito y la citologia parece
indicar una gran malignidad. Constituye aproximadamente el 5-7% de los tumores de
mama. l.a supervivencia a los cinco afios despues del tratamiento es mejor que el des-
crito para el tipo ductal infiltrante, siempre que el tumor presente todas las caracteristi-

cas descritas.

B.5.- Carcinoma Mucinoso o Coloide
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Constituye aproximadamente el 3% de los carcinomas mamarios y se caracteriza
por la acumulacion abundante de mucina extracelular alrededor de grupos de células
tumorales. Las formas puras suelen encontrarse en mujeres de 60 afos, evolucionan
con gran lentitud y la supervivencia es mayor que la media general de los carcinomas
de mama. Tiene una difusion retardada y menor nimero de metdstasis en ganglios axi-
lares que el carcinoma ductal. Existen formas mixtas en las que junto con estructuras
de cancer coloide hay un adenocarcinoma corriente; en estas formas mixtas la evolu-
cidn se inclina hacia mayor malignidad pero siempre la presencia de material mucinoso
indica menor actividad.

Otras formas poco frecuentes de carcinoma de mama incluyen los tipos papila-
res, apocrinos, secretores y formas metaplasicas (incluyendo carcinoma escamoso,

espinocelular y carcinosarcomas).

4.3.- NUEVAS POSIBILIDADES TERAPEUTICAS BASADAS EN LOS MECA-
NISMOS BIOLOGICOS DE LA ENFERMEDAD

Quizdas uno de los aspectos mas esperanzadores en la investigacion del cancer
es la que aporta el conocimiento cada vez mas profundo de la biologia de la enferme-
dad para mejorar el diagndstico, el prondstico asi como las posibilidades terapéuticas.

Las hormonas esteroideas siguen siendo uno de los factores mds importantes
en la investigacién que [leva a cabo sobre cdncer de mama. Como ya se ha mencionado
a lo largo de esta introduccion, muchas lineas de investigacién se han centrado en la
identificacion de sustancias inducidas por estas hormonas y que han contribuido al
desarrollo de un fenotipe maligno caracterizado por mitogénesis, invasion y metdstasis.

Basdandose en todos los datos aportados, se podria postular que exiten factores
de crecimiento responsables, al menos en parte, de la evolucion del epitelio normal
mamario a una situacion neopldsica y que las células cancerigenas mantienen su feno-
tipo transformado como resultadoe de los efectos de estos factores de crecimiento.

Estos factores incluyen IGF-1 y I, TGF-o, TGF-P. EGF, PDGF, FGF vy ligandos para
erbB2 v erbB3. Estos factores de crecimiento pueden contribuir a la progresion y mante-
nimiento del proceso neopldsico a través de mecanismos que implican la estimulacién
de las células epiteliales ¢ del estroma adyacente.

Han sido desarrolladas terapias dirigidas contra estos factores de crecimiento y
sus receptores en experimentos in vitro y en sistemas experimentales. Estas terapias se
basan en la premisa de existen diferencias importantes y especificas entre las células

neoplasicas y las células normales que permiten el dirigir la actuacidn terapettica (ni-
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camente contra los productos celulares que contribuyen al fenotipo maligno.

Se han sugerido estrategias muy variadas entre las que se incluyen:

e Utilizacion de altas concentraciones de factor de crecimiento exdgeno normal
gue se unira al receptor inhibiendo el crecimiento de las células tumorales

¢ Anticuerpos monoclonales contra un factor de crecimiento especifico con el fin
de bloquear su accién.

e Anticuerpos monoclonales contra receptores para factores de crecimiento,
bien como molécula aisiada o bien conjugada con texinas, radionucleidos o drogas
1143].

e Factores inhibidores del crecimiento que neutralicen los efectos de los facto-
res de crecimiento.

* Agentes como oligonucledtidos "antisentido™que pueden ser incorporados en
el DNA de las células tumorales para inhibir la producciéon de un factor de crecimiento
0 sU receptor.

* Agentes capaces de interaccionar con factores de crecimiento e inactivarlos o
bloquear su acceso al receptor

e Inhibidores tirosin-quinasa que interfieren con las cascadas de transduccién

de la sefial después de que el factor de crecimiento se ha unido al receptor [144].
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1.- Descripcidn de los niveles de expresidn de receptores hormonales, factores de creci-

miento y oncogenes en biopsias de cancer de mama como sistema de experimentacién.

2.- Utilizacién de distintas metodologias disponibles para la caracterizacidén de estos
factores a nive! de proteina y de mRNA con el fin de validar adecuadamente la expre-

sion de sus genes.

3.~ Caracterizacidon de las muestras a nivel histolégico con pardmetros que normalmen-
te se utilizan como criterio de progresion tumoral, pérdida de diferenciacidn y metdsta-

sis.

4.- Estudio de la dependencia hormonal del cdncer de mama y su correlacién con la

pérdida de diferenciacion y transicion a un fenotipo mas maligno.

5- Estudiar si fa pérdida de sensibilidad hormonal esta mediada por la expresion de

factores de crecimiento transformantes.

6.- Comprobar la existencia de un posible mecanismo de regulacién autocrino de las

células tumoraies a través de receptores tirosin-quinasa.

7.- Estudio de la expresion del oncogén c-erbB-2/HER-2/neu e implicacién en el cancer

de mama.
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MATERIALES

.- MATERIAL BIOLOGICO

[.1.- MUESTRAS TUMORALES

Las biopsias de carcinomas de mama fueron recogidas en el Servicio de Anato-
mia Patoldgica dej Hospital Universitario San Carlos, procedentes de los Servicios de

Cirugia y Ginecologia de!l mismo centro.

1.2.- LINEAS CELULARES

La Jinea celular MCF-7, establecida por Soule |145] a partir de una efusién pleu-
ral de una paciente con adenocarcinoma de mama metastasico, fue generosamente
cedida por G. Lecglerq (Instituto Jules Bordet. Centro de tumores de la Universidad
Libre de Bruselas). Esta linea celular se utilizd como control positivo de patologia hor-

mono-dependiente,

La linea MDA-MB-231 fue obtenida de la ATCC (American Type Culture Collec-
tion), establecida también a partir de una efusién pleural de una paciente con adeno-
carcinoma mamario (Cailleau, ].N.C.1. 53: 661-674, 1974). No posee receptores de estro-
genos por lo que se utiliza como control negativo y modelo de independencia hormo-

nal.

La linea A549 fue obtenida de la ATCC, establecida a partiv de un carcinoma de
pulmén humano (Giard, J.N.C1 51: 1417-1423, 1973). El medio condicionado por estas

célufas posee niveles elevados de TGF-f.

1.3.- ESTIRPES BACTERIANAS

Se utiliza la estirpe de E. Coli denominada DH5, cedida amablemente por A
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Nieto (Centro de Biologia Molecular, CSIC, Madrid), para su transformacién con los
plasmidos que contienen los distintos fragmentos de ¢cDNA utilizados como sondas

para los experimentos con RNA.

2.- MATERIAL NO BIOLOGICO

2.1.- COMPUESTOS RADIACTIVOS

Na'Z?[ {Actividad especifica: 100 mCi/mi)): Amersham
32p-q-dCTP (Actividad especifica: 3000 Ci/mmaol):Amersham

2.2.- SONDAS DE cDNA

EGFR: se utiliza como sonda e fragmento de 1.8 kb clenado en el sitio EcoRI del
plasmido pUCI3. El clon se denomina pHER-A64-1 |78] y se obtuvo de la ATCC. Ef
inserto incluye la secuencia codificante para los dos dominios ricos en cisteing y el

dominio transmembrana de la molécula del EGFR.

TGF-0.: Fl plasmido pTGF-C1 |66] que contiene el cDNA para TGF-o0 clonado en
el sitio Pstl del vector pBR322 fue generosamente cedido por Genentech, Inc (San Fran-

cisco, CAY

TGF-B: El plasmido pPas |82] fue igualmente cedido por Genentech, Inc. Se uti-
liza como sonda el inserto de 1050 bp clonado en el sitio EcoRl del plasmido sp6é4 vy

gue codifica el TGF-Pp humano.

ER: El pldsmido pSG5-HEO fue cedido por P Chambon (Estrasburgo, Francia) y
contiene el fragmento de cDNA correspondiente al ER humano de 1.8 kb clonado en el
sitio EcoR! dei plasmido pSG5 |27).

PR: Esta sonda {ue también obtenida del laboratorio del Profesor Chambon. El

plasmido hPR1 contiene el inserto que codilica la forma B del receptor de progesterona
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humano clonade en el sitio EcoRl del pldsmido pSG5 |33,

GAPDH: Esta sonda control fue proporcionada por R. Ramos (Centro de Investi-
gaciones Bioldgicas, CSIC, Madrid).

2.3.- PROTEINAS Y ENZIMAS

Factor de crecimiento epidérmico de ratén (Bicmakor, Israel)
Ribonucleasa A (Sigma)

Enzimas de restriccion: EcoRI, Pstl, Ncol (Boehringer Manheim, BRL)
Lisozima (Sigma)

Proteinasa K (Boehringer)

2.4.- REACTIVOS PARA CULTIVOS CELULARES

Para el crecimiento de las lineas celulares de cancer de mama se utilizd medio
MEM(Medio Minimo Esencialj suplementado con L-Glutamina (0.6 mg/ml), Gentamici-
na (40 wg/ml), Penicilina (100U/ml) y Estreptomicina (100 pg/ml), todos adquiridos a

Gibco, BRL |, y con 10% suero fetal de ternera (Seromed).
La linea A549 se mantiene en medio HAM F-10 (Gibco, BRL) suplementado con
Gentamicina, Penicilina, Estreptomicina y suero fetal en las mismas concentraciones

descritas para las otras dos lineas.

Cuando las células llegaban a confluencia eran tratadas con tripsina {Gibco,

BRL) y subcultivadas en frascos T175 (Nunc).

2.5.- REACTIVOS PARA CULTIVO DE BACTERIAS

El bacto agar, triptona y extracto de levadura para la preparacion de las placas

de agar y del medio LB, fueron obtenidas de Difco.
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lar)

2.6.- EQUIPOS DE REACTIVOS

Marcaje de sondas: Multiprime labelling system (Amersham)
Nick Translation (Amersham, BRL)

Purificacion DNA:  Geneclean |l (Bio 10])

RIA: TGF-¢¢ {Biomedical Technologies Inc.)
TGF-B (Du Pont)
ELISA: Enzimoinmunoensayo ER/PR (Abbott)
pi85 {Oncogene Science)

ICA: ER/PR (Abbott)

2.7.- REACTIVOS ESPECIFICOS

RNAzol B {Biotecx Laboratories, inc)

DEPC (Dietilpirocarbonato)(Sigma)

Marcadores de peso molecular:
DNA: ADNA/Hindlll y #X174/Hae (BRL)
RNA: RNA ladder (BRL)

Resina de intercambio ionico AG301-X8 (Biorad)

2.8.- REACTIVOS GENERALES (Grado de analisis o grado biologia molecu-

Fueron adquiridos de las casa comerciales Merck, Sigma, BRL, Boehringer.
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METODOLOGIA

.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron recogidas inmediatamente después de su diseccién mante-
niéndolas a -80°C hasta el momento de su procesamiento. Dentro de la pieza quirtrgi-
ca, se selecciond la regidn tumoral por un anatomopatdélogo, confirmando posterior-
mente su naturaleza neopldsica por técnicas histoldgicas.

L.as muestras fueron pulverizadas en N, liquido, manteniendo condiciones seve-
ras de esterilidad, en un Microdismembrator {(Braun) utilizando cdpsulas de teflén. El
tejido pulverizado y congelado fue distribuido en dos criotubos estériles. Una de las
fracciones fue utilizada para la extraccidn de RNA y posterior estudio de expresién géni-
ca, mientras que la segunda fraccién de tejido fue procesada para el estudio proteico.

El protocolo queda esquematizado en la figura 9:

PULVERIZACION

' )

EXTRACCION RNA HOMOGENEIZACION

!

plss ULTRACENTRIFUGACION
EXPRESION GENICA { 1
Citosol Preparacion membrana

o

CONCENTRAR

!

TGF-a/ TGF-§

ER/PR

| Figura 9. Esquema del procesamiento de la muestra tumoral.
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2.- ESTUDIO DE NIVELES DE PROTEINA.

2.1.- HOMOGENEIZACION. OBTENCION DE LAS FRACCIONES CELULARES.

En el criotubeo con la fraccion de tejido correspondiente se afiaden 3 ml por
gramo de tejido de tampdn de homogeneizacién (10 mM TRIS, 1,5 mM EDTA, 5 mM
Molibdato sédico, 1| mMMTG) a 4°C v se prepara un homogeneizado del que se retiran
50 ul para la determinacién posterior de la proteina pi85, que son guardados a -80°C
hasta su utilizacion.

El resto de la solucidn se centrifuga a 800xg durante 20 minutes a 4°C y el preci-
pitado se lava de nuevo en las mismas condiciones. Los scbrenadantes de estos dos
pasos se uliracentrifugan a 100.000xg durante | hora a 4°C para separar las fracciones
citosdlicas y de membrana.

Parte del citosol se procesa el mismo dia de su obtencion para el analisis de
receptores de estréogenos (ER) y de progesterona (PR pues se ha demostrado que
ciclos de congelacion/descongelacién influyen en el contenido de estas proteinas ter-
mosensibles El resto del citosol se guarda a -80°C para el posterior estudio de TGF-at y
TGF-B.

En cuanto al precipitado que contiene ia fraccién de membrana, se redisuelve en
500 pl de tampdn A/EGFR (20 mM fosfato, 150 mM NacCl, 50 uM bacitracina pH 7.4) y se

mantiene a -80°C hasta su procesamiento para la determinacién de EGFR.

2.2.- DETERMINACION DEL CONTENIDO DE RECEPTORES DE ESTROGE-
NOS (ER) Y PROGESTERONA (PR)

Se utiliza para ambas proteinas un enzimoinmunoensayo (EIA) en fase sélida
basado en el principio “sandwich” {146| (Figura 10). La utilizacién de anticuerpos
monoclonales contra ambos receptores permite el reconocimiento antigénico directo
detectando, por tanto, los receptores tanto libres como ocupados por el ligando endd-
SENO.

En el caso de ER, los anticuerpos utilizados son D547 y H222 [147}1148]|; para
PR, los anticuerpos reconocen las formas de peso molecular 120 K y 95 K del receptor
de progesterona humano [17].

E! ensayo se basa en la unidn del receptor presente en los citosoles a anticuer-
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pos monoclonales de rata anti-receptor inmovilizados en esferas de poliestireno. Los
receptores unidos a la esfera son incubados con un segundo anticuerpo monoclonal de
rata que estda unido covalentemente a peroxidasa de rdbano. Tras la incubacidén del
“sandwich” anticuerpo-receptor con perdxido de hidrdgeno y el sustrato cromdgeno (o-
fenilendiamina, OPD), se desarrolla color que se cuantifica por la medida de absorban-
cia a 492 nm. La intensidad de color es directamente proporcional a la cantidad de
receptor unido a la esfera y su cuantificacion se Ileva a cabo por interpolacion en la
curva estandar construida a partir de concentraciones conocidas de ER y PR humanos

(Rango de la curva estandar: 0-250 fmol/ml proteina de citosol).

(A} roubadon 18 b/ 28T
RED

ANTICUERFO RECEPTOR
INMOVILIZADO AL

: ANTICUERPO
ACOPLADO ALA

POLIESTIRENO
ENZIMA

{A) Incubacion 60 min.

I7C (ER)
2-8'C{PR)
B Lavado

(A) Incubacién 30 min./RT
REACCION < <
DECOLOR

(H) v 1 ml Ac Sulfurice 1N

Figura 10. Enzimoinmunoensaye de receptores de estrogenos(ER) y progesterona (PR).
Se utilizan 100 i de citosol para cada uno de los ensayos con una concentracion de proteina ajustada entre

-2 mg/ml . .a concentracion de protetna en el citosol fue determinada por el métode de Bradford | Bradford,
1976 #314}

La sensibilidad del ensayo es de 2,4 fmol/ml. Los coeficientes de variacidn obte-

nidos en nuestro estudio se recogen en la tabla I

—
% CV % CV
ER (fmol/ml} Intraensayo Interensayo PR {fmol/m!) Intraensayo Intcrensayo
5 7.87 15,6 7,02 12,2
25 10,97 2.8
628

Tabla 1. Coeficientes de variacion intra e interensayo en el EIA para ER y PR
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Estos valores se encuentran dentro del rango obtenido en un estudio multilabo-
ratorio llevado a cabo por el Grupo para el estudio de receptores de la E.O.R.T.C.
{European Organization for Research and Treatment of Cancer) en el que nuestro grupo

participa.

2.3.- CUANTIFICACION DE RECEPTORES DE EGF.

El método utilizado |149] implica la preparacién de la fraccion de membrana,
incubacién con EGF iodado, separacidn del ligando unido a la membrana del libre por
la unién de los receptores a hidroxiapatita (HAP), que adsorbe el complejo ligando-
receptor. A continuacién se cuantifica la radiactividad unida y se analizan los datos por

el método de Scatchard.

2.3.1. Marcaje del EGF con 12° 1,

La molécula de EGF contiene cinco residuos de tirosina y algunos estdn implica-
dos en la unién al receptor. La iodacién puede afectar la interaccién ligando-receptor
por lo que el ligando marcado debe ser preparado con sumo cuidado para evitar que se
generen especies di-iodadas y tri-iodadas. Se ha realizado un estudio comparando seis
métados distintos de marcaje para el EGF [150, 151]. Basandose en criterios de activi-
dad especifica, maxima capacidad de unién, unién no especifica y elucién en cromato-
graffa liquida de alta resclucién (HPLC), tres de los métodos proporcicnan un '2°1-EGF
de suficiente calidad. Estos tres métodos son Protag-125 (Baker Fine Chemicals),
Enzymobeads (Bio-Rad) y Cloruro de iodo (Merck). Debido a que los dos primeros tie-
nen un periodo de utilizacion limitado, el método del cloruro de iodo es el recomenda-
do.

El método utilizado se basa en el propuesto por Contreras y col. |152] con lige-
ras modificaciones | 1511, De forma breve, la adicion de cloruro de jodo (ICl) a una
solucidn proteica tamponada que contiene 1251 provoca la formacion de '2°1Cl por una
reaccion de intercambio idnico tras la cual tiene lugar rdpidamente la iodacién de los
residuos de tirosina en la molécula del EGF.

La iodacion es el resultado de las siguientes reacciones:

1251Cl + NaOH  ——————= 1255]OH + NaCl
I2510H + Tyr - ————— 251 Tyr +H,0
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En la reaccién de jodacién se utilizan 10 nug de EGFde ratén (Biomakor) y 2 mCi
de Na'@[{Amersham) en una mezcla de reaccidn que contiene ICI (0,ImM) y tampodn
borato 0,2 M pH 8.

El EGF marcado fue purificado mediante cromatografia en columna en fase séli-
da C,q, pre-equilibrada con metanol, y tampdn borato 0,2M pH 8. El 15[-EGF fue eluido
mediante adicion de metanol 80% y acido trifluoracético 0,1%, evaporandose el meta-
nol bajo una corriente de nitrdgeno a 37 °C. Se efectia un paso de purificacidn adicio-
nal incubando con HAP (30 min. 20°C) y separando el sobrenadante que contiene el
EGF marcado. Este paso de purificacidn se lleva a cabo para minimizar la adsorcion del
EGF marcado a la HAP y la unidn no especifica de éste. La recuperacién total del EGF
es del 40-50%.

L.a actividad especifica para cada marcaje se calcula por ensayo de auto-despla-
zamiento |153]. Se utiliza EGF en un rango de concentracion desde 0 hasta 1000
fmol/10 ul | "25-EGF (15000 cpm/10 pl) y una preparacion de membrana de placenta
humana (tejido con un elevado contenido en EGFR). Un ejemplo del tipo de curvaobte-

nida se representa en la figura 11
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Figura 11. Determinacion de SA del EGF marcado.

Se representa la fraccion unido/total {B/T) frente a EGF no marca-
do Por interpolacion en esta curva de calibracion se ebtione SA en
cpm/fmol
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2.3.2.~-Ensayo de receptores para EGF

Las preparaciones de membrana se sonican {10 microns durante [0 seg.) para
solubilizar los receptores. Una fraccidn se utiliza para determinar el contenido de prote-
fna en presencia de Triton X-100 1% por el ensayo DC (Bic-Rad). La concentracion dpti-
ma de la preparacién de membrana para el ensayo de receptores es 0,5-1 mg/ml.
Alicuotas de la fraccion de membrana se incuban durante 18 horas a 20°C con '#%I-EGF
(0,1-3,3 nM de concentracion final), en presencia (unién inespecifica) © en ausencia
(union total) de EGF no marcado (0,25 UM) en tampdn B/EGFR (Tampdn A, BSA 0,1%).
Para separar el ligando libre del unido al receptor se incubd con HAP durante 1 hora a
20°C y se centrifugd a 1000xg, 2 min., 20°C con rapidez para evitar la disociaciéon del
I25-EGF unido.

La cuantificacién de la radiactividad retenida en el precipitado de HAP permite
el analisis de Scatchard que aporta el nimero de sitios de unidn y la constante de diso-

ciacion (Kd) de la reaccién.

2.4.- ANALISIS DE TGF-¢ Y TGF-f

2.4.1.- Preparacion de las muestras

Dado que se utiliza la misma fraccién de citosol para ambas determinaciones, se
estandarizd un protocolo que permitiese la deteccion de ambas proteinas conjugando
los requerimientos de cada una.

£l TGF-B se secreta en una forma latente inactiva. El proceso de activacion in
vitro implica acidificacidn, disociando la region “pro” de la parte bicactiva del complejo.

Ambas proteinas estdn presentes en muy bajas concentraciones en los citosoles
y en la mayor parte de los fluidos bioldgicos, por lo que es necesatio concentrar las
muestras previameante.

El protocolo atilizado implica:

e acidificacion del citosol con HCl 0,IN (100 pl HCI/500 pi citosol} que propor-
ciona un pH=2-4

e concentracion de las muestras por ultrafiltracién a través de Centricon-10
{Amicon)

s neutralizacién del concentrado con 0, 5MHEPES/0,72 M NaOH hasta pH=7-8

Este concentrado se divide en dos fracciones, una para el andlisis de cada proteina,
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y se guarda acidificado a -80°C hasta su utilizacion, momento en el que se neutraliza
antes de ensayarlo en el RIA correspondiente.

Previamente hablamos estandarizado un método alternativo para el TGF-o que
supone una madificacidn del propuesto por Gregory y cot. [154], basado en una extrac-
cidn organica con etanol/dietiléter v acido acético. Con esta técnica se consiguen recu-
peraciones del 44, 7% pero tiene el inconveniente de que es necesario partir de voiime-
nes de citosol relativamente grandes. En nuestro intento de compatibilizar los ensayos
para ambas proteinas y teniendo en cuenta las limitaciones en cuanto a disposicién de
tejide, se ha desarrollado este protocolo que permite recuperaciones del 64,3% para el
TGF-0, v de 80% para el TGF-B.

2.4.2.- Cuantificaciéon TGF-o.

Utilizamos la técnica de radioinmunocensayo (RIA) en fase liquida basada en la
competicidén establecida entre un antigeno marcado radiactivamente y el mismo antige-
no no marcado (“frio”), para unirse a un anticuerpo especifico, esquematizada en la
figura 12.

Se utiliza TGF-o¢ humano de origen recombinante marcado con 2% TGF-o no
marcado y un anticuerpo policlonal anti-TGF-o de oveija.

Ei complejo "1231-TGF-a - anticuerpo” es separado del TGF-¢¢ marcado libre por

precipitacién con un segundo anticuerpo (de asno) dirigido contra 1gG de oveja y polie-

tilenglicol (PEG).
& + @ a

ANTIGENO
MARCADC ANTICUERPO COMPLE}O Ag*-Ac
Ag* Ac

+

ANTIGENO "FRIO"
(estandares y muestras)

—»
S

COMPLEJO Ag-Ac

Figura 12. Esquema de la técnica de radioinmunoensayo (RI1A)
Se basa en la competicidn establecida entre un Ng marcade radiactivamente y el mismo
Ag no mareado parg uwirse a un Ab especifico
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La concentracién de TGF-o en las muestras se calcula por interpolacion en la

curva estandar realizada a partir de soluciones de concentraciones conocidas de TGF-o

(rango: 0.025-2.5 ng/ml)
El ensayo se realizé segun el siguiente protocolo:

En la figura 13 se representa el tipo de curva estandar que hemos obtenido para este

ensayo con las desviaciones estandar (SD) para cada punto de una media de seis ensayos.
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Figura 13. Curva estdndar para el R1A de
TGF-¢1

Los valores representan la media y la desviacidn
estandar de 6 ensayos diferentes
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La técnica de radioinmunoensayo descrita es un método adecuadoe para detectar
niveles de TGF-a en el citosol de las muestras tumorales. Se ha comprobado que el
ensayo reline condiciones importantes como buena sensibilidad, precisién y especifici-
dad .

2.4.3.- Cuantificacion de TGF-

Se utiliza un radicinmunoensayo basado en el mismo principio descrito para el
TGF-o, especifico para TGF-B1 ya que no muestra reaccién cruzada con TGF-B2 (huma-
no y porcino) y TGF-B3 {pollo} a concentraciones de hasta 2nM.

TGF-B1 se secreta en una forma latente, la conversién a la forma madura tiene
lugar, in vitro, por tratamiento enzimatico, acidificacién y ciclos de congelacién/descon-
gelacion repetidos. Bajo estas condiciones, la regién “pro” se disocia de la parte bioac-
tiva del complejo, que tiene la capacidad de interaccionar con receptores y ejercer las
acciones bioldgicas. En nuestre estudio utilizamos la acidificacion como proceso de
activacion (ver 2.4.1).

El 125-TGF-B1 se mantiene en una solucién que contiene 0.05 M acetato sédico
(pH=4), 5% sacarosa, 0.25% Albtumina bovina (BSA).

La curva estandar se prepara en un rango de concentracion: 15,6-500 pg/100 pl
de TGF-B1 humano purificado.

Para la realizacion del ensayo se siguio el siguiente protocolo:
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El protocolo descrito es el resultado de la optimizacion de condiciones de incu-
bacién con respecto al recomendado por el fabricante. Como se vera en los resultados,
esta moditicacion ha supuesto un incremento de la sensibilidad y precisién del ensayo.

[n la flgura 14 se representa la curva tipo de este RIA para una media de tres

ensayos.
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Figura 14. Curva estindar para el RIA
10 de TGF-.

0-] T r——r—rrTT Los valores representan la media y la desvia-
10 100 1000  cidw estdndar de 3 ensayos diferentes

pa/mi

% B/Bo

2.5.- CUANTIFICACION DE LA PROTEINA p185 CODIFICADA POR EL ONCO-
GEN c-erbB-2/HER-2/neu.

2.5.1.- Preparacion de las muestras

Se sigue el proceso esquematizado en la tigura 15. Como agente de extraccion

del antigeno se utiliza 0,19%SDS.

2.5.2.- Ensayo

Se utiliza un ELISA tipo “sandwich” que utiliza dos anticuerpos monocionales de
ratén que reconocen distintos epitopos de la forma humana de p185. El primer anti-
cuerpo estd inmovilizado en los pocillos de una microplaca. El antigeno capturado por
este primer anticuerpo reacciona con el segundo anticuerpo bictinilado, La cantidad
de anticuerpo detector unido al antigeno es cuantificada por el acoplamiento a un con-

jugado estreptavidina-peroxidasa, que cataliza la conversion del sustrato cromégenc
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(OPD). El proceso se esquematiza en {a figura i6.
La cantidad de pl85 presente en las muestras es calculada por interpolacion en

la curva estandar construida en el rango: 0-6 fmol/mi de oncoproteina.

1

50 ul homogeneizado (-80"C)

+ 10 ul agente de extraccion del antigeno
{0,1% SDS)

l Ingub. 5/t amb.

centrifugrar 2000xg /10" /" amb.

/

SOBRENADANTE
S i 5ul
Oilucion 1:20 Ajustar conc. 5-20 pg /mi
(PBS 0.01M pH:=74, BSA, acida sédica)

CONC. PROTEINAS l ,

(Ensayo DC, Bio-Rad) ELISA thft’m i5. Protocolo para la prepa-
racién de las muestras para el
ensayo de la proteina pi85

| I
i
+100 ul ANTIGENO “id a .
( ) < {estandares / muestras) (A) Incubacion 18 h/t amb;» +100 4T Ac-BIOTINA
’ (B} Lavado >_ﬂ

ANTICUERPO
INMOVILIZADO A LA

PLACA (A) Incubaciom 30/t amb.
(B3 Lavado

OPD (A} Incub 15/ amb.
COLOR O <‘> 3 + 100 ul CONJUGADO
- PP B ;
o0 /1" amb }Q ESTR}%P.-PER%)XIDASA
n Tamb,

{A) Incubacio

o {B) Lavado
[BY + 1 ml Sulfdrico 4N :]—9

Figura 16. ELISA para la determinacién de la proteina pi85.
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3.- ESTUDIO DE EXPRESION GENICA

3.1.- EXTRACCION DE RNA

E] RNA celular se obtuvo directamente a partir del tejido pulverizado o de las
iineas celulares utilizadas como control aislandose mediante extraccién en fenol acide
y precipitacion en isopropanol segtin el métedo de Chomezynski y Sacchi [ [551AGPC) o
bien por el método del RNAzol B.

Las soluciones utilizadas se tratan con dietilpirocarbonato (DEPC) como inhibi-
dor de RNAsas y se mantienen condiciones de estricta esterilidad.

La concentracion de RNA se obtiene midiendo la absorbancia a 260 nm y se cal-
cula la relacion A2é0/A280 para obtener un fndice de la pureza del RNA extraido. Ademas
se realiza paralelamente una electroforesis en gel de agarosa para constatar la calidad
del RNA, previamente a su utilizacion .

El resto del RNA se precipita con etanol y cloruro sédico 0.5M y se guarda con-

gelado hasta su utilizacién.

3.2.- TECNICA DE NORTHERN

30 ug de RNA total desnaturalizado con formamida/formaldehido a 65°C se
separan mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, 0.82M formaldehido. La elec-
troforesis se desarrolla durante 4-5 horas a 100 voltios, utilizando como tampdn de
electroforesis 1 xMOPS,

El RNA asi separado se transfiere a membranas de nylon cargadas positivamen-
te (Quiabrane Nylon Plus, Quiagen) por capilaridad en 10xSSC |156] durante toda la
noche. Posteriormente, la unidn del RNA a la membrana se hace irreversible por trata-
miento a 80°C durante 2 horas.

Las membranas se prehibridaron con 20 ml de solucién de prehibridacién en un
horno (Hybaid) a 42°C durante 18-24 horas, y se hibridaron con 15 ml de la misma solu-
cion a la que se afiadid la sonda correspondiente marcada con *2P-q-dCTP y desnatura-
lizada por calor, Para eliminar la radiactividad unida de forma inespecifica a 1a membra-
na se efectuaron lavados sucesivos con 2xSSC, 1%SDS a temperatura ambiente, 50°C y
60°C. En algunas ocasiones fue necesario utilizar condiciones mas astringentes liegan-
doa 0.1x55C, 1% SDS.
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L.as membranas se someten a autoradiografia introduciéndoelas en los chasis con
pantallas intensificadoras y pelicula Hyperfilm MP {Amersham) o X-Omat (Kodak).

Una vez reveladas las placas, las membranas se trataron con 0.1% SDS para eli-
minar la sonda v volver a hibridarlos con una nueva sonda.

3.3.- OBTENCION DE LAS SONDAS

El proceso que se siguid con cada uno de los plasmidos fue el siguiente:

3.4.- MARCAJE DE LAS SONDAS

Los insertos de cDNA fueron marcados radiactivamente con 32P-g-dCTP bien por
el método denominado random priming o bien por nick translation { Ambos de
Amersham). El DNA marcado fue separado dei nucledtido no incorporado mediante
cromatografia de exclusién en columna de Sephadex G-50 {Pharmacia Bioteck). Se rea-
liz una curva de elucién y se utjlizaron las fracciones correspondientes al pico de DNA
marcado.
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3.5.~- SOLUCIONES

Todas las soluciones, a excepcion del TRIS, se preparan con agua tratada con

DEPC 0,1% vy se autoclavan (a excepcion de aquellas que contienen algin detergente).

3.5.1.~- Extraccion de RNA (AGPC)

a) Solucton desnaturalizante (D): tiocianato de guandina 4M, citrato sédico
25mM, sarcosil 0,5%, 2-mercaptoetancl 0,1M.
b) Solucién de extraccion: Solucién D, acetato sddico 0,2M, fenol, cloroformo

3.5.2.- Electroforesis

a} Gel desnaturalizante: agarosa 1%, formaldehido 0,82M, 1XMOPS

b) Tampdn desnaturalizacion muestras: 1XMOPS, formamida 50%, formaldehido
6,2%, bromure de etidio 0,15 pg/ul.

¢) Tampon de carga: glicerol 50%, EDTA 1mM, azul de bromofenol 0,4%

d) tOXMOPS: MOPS 0,4M, Acetato sddico 0, 1M, EDTA 20mM pH=7

3.5.3.- Transferencia

20XSS5C: Cloruro sddico 3IM, citrato sédico 0,3M

3.5.4.- Prehibridacion/Hibridacién

Formamida 50%, sulfato dextrano 10%, cloruro sédico 1M, SDS 1%, 100 pg/ml
ssDNA

3.5.5.- Medio LB -

Bacto-triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, cloruro sodico 1% pH=7

4.- TECNICAS HISTOLOGICAS

La interpretacion de los resultados obtenidos por estas técnicas se reatizd con la

ayuda y criterio de un anatomopatdlogo.
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4.1. INMUNOCITOQUIMICA PARA LA DETERMINACION DE RECEPTORES
HORMONALES

Se selecciona masa tumoral de unas dimensiones aproximadas: 1x0,5x0,3 cm v
se congela en N, liquido. En un microtomo de congelacién se realizan secciones de teji-
do de 5-8 wm de espesor, que se fijan para la localizacién inmunocitoquimica (1ICA) de
FR v PR (Abbott).

Se utiliza suero normal de cabra como agente bloqueante para reducir la unidén
inespecifica. A continuacion las secciones se incuban secuencialmente con un anticuer-
no monoclonal de rata anti-ER o anti-PR, una IgG anti-rata de cabra y un compleje
peroxidasa-antiperoxidasa de rata. La unién especifica se visualiza por la adicién del
cromogeno DAB vy perdxido de hidrdgeno. Como control negativo, una seccién adyacen-
te se tifie por el mismo procedimiento pero sustituyendo el primer anticuerpo por una

lgG normal de rata.

4.2.- TINCION CON HEMATOXILINA-EOSINA

El resto de 1a pieza se incluye en parafina y se procesa automaticamente para el
estudio con microscopio éptico. Se determinan asi el tipo histoldgico del tumor, el

grado de diferenciacion y la naturaleza de las estructuras ganglionares aisladas.

5.- METODO ESTADISTICO

Para estudiar la existencia de asociacidén entre variables cualitativas utilizamos
el test de chi cuadrado (¥4} con la correccidn de Yates cuando son tablas de contingen-
cia 2x2. Consideramos que la asociacion tiene significacion estadistica cuando p<0,05.
Cualquier valor superior lo designamos como NS [157].

Los valores de %2 y p se obtienen del tratamiento estadistico de las muestras

con los programas Statworks y BMDP 4F,
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1.- CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS DE LAS MUESTRAS

El estudio cuyos resultados se expondrdn a continuacion tiene como sistema
experimental biopsias de 53 tumores sdlidos humanos de cancer de mama. Se ha elegi-
do este sistema porque, aungue en estado estacionario, supone una aproximacion mas
precisa que las lineas celulares de lo que sucede “in vivo” en cuanto a heterogeneidad
celular dentro del tumor e influencia de distintos componentes (epitelio, estroma, vas-
cularizacion.. ). Dado que nuestro objetivo fundamental es aportar algdn dato referen-
te al comportamiento del cancer de mama en cuanto a su dependencia hormonal y pro-
gresién tumoral, consideramos importante describir ciertas caracterfsticas histoldgicas
propias del tumor gue ya implican por si mismas un determinado comportamiento y
que son el 1ipo histoldgico, grado de diferenciacion, existencia de metdstasis en los
ganglios linfaticos axilares y edad de la paciente en el momento de la obtencién de la
muestra. El tipo histoldgico v el grado de diferenciacion han sido determinados en los
cottes de tejido donde se ha confirmado la naturaleza neoplasica de la muestra a estu-
diar. La existencia de ganglios linfaticos afectados ha sido confirmada en la pieza qui-
rirgica de mastectomia analizando cada estructura ganglionar aislada y la edad proce-

de de los datos de la historia de la paciente.

1.1. TIPO HISTOLOGICO

Las 53 muestras estudiadas se clasifican en cuatro categorias definidas por el
tipo histologico:

* Formas de buen prondstico: incluyen los carcinomas “in situ”, fas formas tubu-
lares y carcinomas mucinosos o coloides ya que todas ellas representan formas mas
diferenciadas, de menar actividad, mejor supervivencia y, en el caso del carcinoma “in
situ”, no invasivas.

e Carcinoma ductal infiltrante: es el tipo de lesiéon mds frecuente dentro de los
canceres de mama, datce confirmado por los resultados de este estudio segin se obser-
va en ja figura 17

e Carcinoma lobulillar infiltrante

* Formas mixtas con zonas de crecimiento tanto ductal como lobulillar,

El aspecto histoldgico que presentan algunos tipos de los tumores estudiados

puede apreciarse en las figuras 18-23.
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La distribucion de las muestras en tipos histoldgicos se representa en la figura 17

[l DUCTAL INFILTRANTE
LOBULILLAR INFILTRANTE
MIXTOS

FJ BUEN PRONOSTICO

Figura 17. Distribucion de las muestras en
tipos histoldgicos.

Estos resultados son un reflejo de la realidad segtin datos epidemiolégicos y de

otras series de tumores.

1.2. GRADO DE DIFERENCIACION

El grado de diferenciacién tumoral se establecio segtin los criterios descritos en

fa introduccion. En nuestras muestras los tumores se presentaron en la siguiente pro-

porcion: Grado |: 7.6%
Grado 1l 49%
Grado 1 43.4%

La distribucion de las muestras en funcion del tipo histoldgico y del grado de

diferenciacién queda recogida en ia figura 24-
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Figura 24. Distribucién de las muestras en funcién del tipo histolégico y del grade de difrenciacion.
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Figura 18.- Carcinoma ductal infiltrante. Figura 19.- Carcinoma lobulillar infiltrante.
Grado 11 de diferenciacion. Las células neopldsicas se dis- Forma cldsica con crecimiento celular en hilera,
ponen en cordones separados por un estroma muy denso.

Figura 20.- Carcinoma lobulillar infiltrante. ~ Figura 21.- Carcinoma tubular.
Se identifica una zona de células en "anillo de sello”. Forma de buen grado de diferenciacion.

Figura 22.- Carcinoma intraductal. Figura 23.- Carcinoma intraductal.
Las células neopldsicas se disponen en el interior de los Se aprecia crecimiento micropapilar
conductos sin traspasar la basal de los mismos.
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Todos los tumores clasificados como formas de buen prondstico se correspon-
den con un grado | de diferenciacién histoldgica, confirmando su condicién de formas
bien diferenciadas.

El resto de los tipos histolégicos estudiados que representan formas invasivas,
se corresponden con grados 11 y (It de diferenciacion.

En el caso de los carcinomas ductales infiltrantes, el 52 8% corresponde con un
grado 11y el 48,2% se corresponde con un grado Il

Los carcinomas lobulillares han sido, igualmente, clasificados en grado 11 y 1lI,
pero no tanto en el concepto de clasificacidn de los ductales sino como formas que res-
ponden al patron clasico de crecimiento lobulillar (grado 11} y formas que no se ajustan
a este patrén clasico (grado Il1), entre las que se incluyen jos tipos de “célula pequefia”
y los de “anille de sello”. Teniendo en cuenta esta salvedad, encontramos que el 62% de
los lobulillares infiltrantes corresponden a un grado HI.

Referente a las formas mixtas, el 80% se corresponde con un grado Il v el 20%

con un grado .

1.3.- EDAD

LLa edad media de las pacientes incluidas en este estudio es de 61,46+12.9
(media + SD}, en un rango desde 33 afios a 87 afios.
Se considera el punto de corte de 50 afios como criterio para clasificar las mues-

tras en dos categorias que representan el estado menopatsico:

Premenopatsicas: < 50 afios (25% de las muestras)

Postmenopaisicas: > 50 afios (75% de las muestras)

La asociacién entre la edad v el grado de diferenciacion o el tipo histoldgico se
puede observar en las figuras 25y 26.

Es importante destacar que ningn tumor de pacientes premenopatsicas perte-
nece al grupo | de diferenciacion o grupo de tumores de buen prondstico. En términos
generales, teniendo en cuenta todas las categorias de tipo o grado con respecto a la

edad, las asociacidnes no tienen significacion estadistica.
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Figura 25. Asociacidn entre la edad y Figura 26. Asociacién entre la edad y
el tipe histolégice. el grade de difrenciacién.

1.4.- METASTASIS LINFOGANGLIONARES

Consideramos la existencia de neoplasia en los ganglios linfaticos como criterio
de metdstasis y, por tanto, de progresion de la enfermedad hacia un estadio mas avan-

zado. Esto permite clasificar las muestras en dos grupos:

N-: no existe evidencia de metdstasis en ninguno de los ganglios analizados

N+: se detectaron metastasis en al menos uno de los ganglios analizados

Yo

B N+
A N-

Figura 27. Asociacién entre la existencia de
meldstasis linfoganglionares, y el grado de

GRADO | GRADO | GRADOG Il diferenciacion.

En la grafica 27 se muestra la correlacion entre N y el grado de diferenciacidn. El

porcentaje de ganglios afectados aumenta con la pérdida de diferenciacién.
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La correlacidn entre ia existencia de ganglios afectados y el tipo histoldgico
queda reflejada en la tabla 11
Un dnico tumor clasificado como de buen prondstico presenta metdstasis axila-

res, el resto de las asociaciones no son significativas.

N+ (n=21) N- (n=30)
Ductal infiltrante - 14/34 (41%) 20/34  (59%)
Lobulillar infiftrante 4/8  (50%) 4/8  (50%)
Mixtos 275 (40%) 3/5 (60%)
T e |4 | i1
- |

Tabla 1. Asociacidn entre la existencia de metdstasis linfoganglionares y
el tipo histoldgico.

2.- ESTUDIO DE EXPRESION

En el estudio de los genes implicados en la regulacién del crecimiento del ¢can-
cer de mama es importante caracterizar las proteinas secretadas funcionalmente activas
y su expresion génica a nivel de mensajero para obtener datos acerca de su traduccién
o existencia de algln mecanismo de regulacidn adicional. Este tipo de estudio esta
especialmente justificado en algunos de ios genes estudiados como es el caso del
receptor de estrogenos, receptor de EGF y [actores de crecimiento.

l.a fraccion de tejido tumoral destinada para el estudio proteice oscila entre
56 mg y 808 mg {250,7 mg+ 135,1). De su procesamiento se obtienen las distintas frac-
ciones celulares en las que se llevan a cabo las determinaciones de los niveles de pro-
tefna.

Segun se detalla en Materiales y Métodos, se extrae el RNA total de las muestras
tumorales previamente pulverizadas partiendo de fracciones de tejido entre 55,5 v 494
mg (142+62,5). La variabilidad en el rendimiento que se obtiene en nuestras muestras
(0,8 0,6 ug RNA/mg tejido), se justifica por la diferente celularidad de los tumores.

Existe una limitacién, cuando se trabaja con tumores sélidos relativa al tamafio

de las biopsias cada vez mas reducido debido al diagndstico precoz de esta patologia.
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Esto impide purificar el RNA total para obtener polyA*-RNA y por tanto la sensibilidad
del Northern no alcanza los niveles deseados en algunas circunstancias.

La calidad del RNA obtenido se comprueba mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% previa al anédlisis de Northern. Un ejemplo de la tincién con bromuro de

etidio se muestra en la figura 28.

9,5 kb —
7,5 kb —

4,4 kb —

2,4 kb —
T4 kD —

0,24 kb —

Figura 28. Tincién con bromuro de etidio de uno de los geles.

La tincién con Bromuro de Etidio demuestra la presencia de rRNAs intactos que da
informacion acerca de posibles diferencias al cargar el RNA y de la eficiencia de la
transferencia

Los tamafios de los mRNAs detectados con cada sonda se han determinado

comparando con un marcador de RNA analizado en cada gel junto con las muestras.

2.1.- RECEPTORES HORMONALES: ER Y PR

2.1.1.- Estudio de niveles de proteina

Nuestro grupo de trabajo pertenece desde 1988 al Grupo para el Estudio de
Receptores de la EORTC (European Organization for Research and Treatment of Cancer)
que desarrolla un programa de validacién de protocolos para la determinacién de para-
metros ttiles en el estudio del cdncer de mama. Ademads, el grupo dirige un programa
de control de calidad para varios de estos factores entre los que se incluyen los recep-

tores hormonales y el receptor de EGF [158]
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La determinacién del contenido de ER y PR por enzimoinmunoensayo (EIA) pre-
senta ciertas ventajas con respecto a la técnica de unién de ligandos tritiados (LBA),
técnica utilizada tradicionaimente. En primer lugar, se necesita menor cantidad de cito-
sol, factor limitante en nuestro estudio por el tamafio pequefio de aigunos de los tumo-
res v por la cantidad de variables que nos planteamos determinar en cada muestra.
Otra de las ventajas del EIA es que detecta los receptores tanto ocupados como libres
obviando las posibles interferencias en el ensayo con los ligandos enddgenos.

Para validar ios resultados que se obtiene por EIA con respecto a {os que se
venian obteniendo por LBA se realizd un estudio multilaboratorio en el que encontra-
mos gue la correlacidn entre EIA y LBA es muy buena con pendientes cercanas a la uni-
dad (r=0.976; Y=092X + 0.125; n=T3).

Para clasificar las muestras como positivas o negativas se asigna un punto de
corte basado en consideraciones de aplicabilidad del pardmetro para diferenciar grupos
con alta o baja expresidn o bien con niveles normales o sobreexpresados. Estos puntos
de corte se determinan generalmente como €l valor medio de un percentil particular
[159]). En el caso de ER y PR es internacionalmente admitido el punto de corte de 20

fmol/mg cuando la técnica utilizada es el enzimoinmunoensayo.

ER- ER+
n(%) 16 (30.2%) 37 169,8%)
Rango R
fmol/me__| 0-11 1 223 - 1258
MediaxSD N R
fmol/mg 27£3.2 281,5+ 298.8
T | R | S

Tabla 111. Distribucién de las muestras en cuanto al contenido

de ER
PR- | PR+
n(%) 24 (45,3%) 29 (54,7%)
ﬁiiﬂﬁgg f 0-176 22,6 - 905
%ﬁﬁﬁﬁ? 34%5 2076+ 211
"R | R | R —

Tabla IV. Distribucidn de las muestras en caanto al contenido
de PR

Los
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resultados en las 53 biopsias estudiadas se distribuyen:

La presencia de receptores de progesterona es un indicador importante de la
respuesta a la terapia endocrina . La distribucion de las 53 muestras segln la presencia
concomitante de ER v PR es la siguiente:

ER+/PR+|ER+/PR-|ER-/ PR+ ] ER-/ PR-

28/53 9/53 1/53 15/53
52.8% 1 7% 1,9% 28,3%

Tabla 1V. Distribucién de las muestras segin la presencia conco-
mitante de ambos receptores.

2.1.2.- Estudio de expresién génica

Se detecta una Unica banda que se corresponde con un tamafo de 6.5 Kb (fig
29). No se encuentran transcritos de tamafios diferentes en ninguna de las muestras
analizadas.

La existencia de esta banda especilica se ha detectado en un 26% de las mues-
tras analizadas (13/30) con tiempos relativamente largos de exposicion (5-7 dias). Todas
estas muestras son también positivas para la proteina ER determinada por enzimoin-
munoensayo con un valor medio de 443+344 fmol/mg. Esto indica que los limites de
sensibilidad del Northern son menores que los de la determinacién bioquimica ya que
no se detecta hibridacién en ninguna muestra con valores de ER inferiores a 68,6
fmol/mg. Hay algunos tumores con valores altos cuyos RNA no se detectaron y no exis-
te ninguna muestra en la que la proteina no se haya traducido a partir de un mRNA
detectable
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| ER

Figura 29. Andlisis de Northern del receplor de estrigenos.

30 pg. de RNA total procedente de tumores (1-5) y de lineas celulares (6 y 7) se separan mediante eleciroforesis y se hibri-
dan con wuna serda especifica para ER. Se detecta ung banda especifica de 6,5 kb en tres de los tumores y en e control positi-
v (6 MCE-7Y. Como control negative {7} se utiliza la linea celular MDA-MB-231. Las membranas se hibridaron con la
sonda de GAPDU para comprobar diferencias en {a carga y en la transferencia. Las flechas representan la posicion de los
RNAs ribosomicos

2.1.3.- Correlaciones con las caracteristicas de los tumores

a) Edad

[.os tumores de pacientes postmenopaulsicas contienen valores mayores de FR y
soN positivos en una proporcidn mayor que las pacientes premenopatisicas (tabla V1), sin

embargo, el contenido de PR no es dependiente de la edad en este estudio (tabla V1)

ER- ER+ Medial ER+] Rango

fmol/mg fmol/mg

PREMENOQPAUSICAS o/13  46% 7/13  54% 96.4 22,3-229

POSTMENOPAUSICAS 10739 26% 29/39  T4% 333 24 5-1258
./ ]

Tabla VI. Distribucion de ER en las muestras de pacientes premenopaiisicas y postmenopatisicas
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PR- PR+ Media| PR+] Rango

fmol/mg fmol/mg

PREMENOPAUSICAS 5/13 385% 813 61,5% [78.4 22.6-338

POSTMENOPAUSICAS 18/39  46% 21739 54% 2188 23-905
"3 | |

Tabla VII. Distribucién de PR en las muestras de pacientes premenopatisicas y postmenopaisicas

b)Grado de diferenciaciéon

En la distribucion de los tumores con respecto al estado de receptores de estroge-
nos y progesterona y el grado de diferenciacién (figuras 30 y 31 ), se observa una pérdida
simultdnea de receptores de estrogenos y diferenciacidn histoldgica de! tumor . Para PR no
hay diferencias en los tumores de grado [, sin embargo la tendencia a perder los receptores
de progesterona con la pérdida de diferenciacion histolégica es mucho mds marcada que

en el caso de ER v tiene significacion estadistica (p<0,05)

3 ER+ B ER-

Figura 30. Asociacién entre el grade de diferenciacion y el confenido de ER.
La proporcidn de turmores ER- con ld perdida de diferenciaciin (p=NSj
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80- -
Yo 70 R o ?’/
: i
601 N
50 -
30—J %{?Z/;
0 G

74 PR+ B PR

Figura 31, Aseciacidn entre PR y ¢l grade de diferenciacién.
Exceptuandn ¢! grupo de pacientes con grado |, &l aumento del porcentaje de tumores PR- con la
perdida de diferenciacidn tiene significacion estadistica (p<0,05)

¢) Tipo histoldgico

Es de resaitar las formas de buen prondstico que son positivas para ER en el 100%
de los casos y los carcinomas lobulillares infiltrantes que, a pesar de su escasa diferencia-
cion, presentan receptores de estrégenos en un 87,5% de las muestras tal y como se

observa en la figura 32. Para los ofros tipos no existe ninguna tendencia ni asociacion.

Yo

DUCTAL

LOBULILLAR MIXTOS BUEN
INFILTRANTE INFILTRANTE PRONOSTICO
ER+ & Erm- ] PR+ B rR-

Figura 32. Asociacion entre el contenido de receptores y el tipo histolégice.
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En el caso de PR la independencia entre las variables es mayor y (inicamente hay
diferencias significativas en el grupo de los lobulillares donde un 75% son PR+

2.1.4.- Correlacién enzimoinmunoensayo (EIA)/inmunocitoquimica (ICA)

La determinacién inmunohistoquimica de los receptores hormonales en cortes
de tejidos permite definir la localizacién celular y la distribucién de los mismos asi
como realizar una estimacion cualitativa de sus niveles de expresién.

Se han analizado 24 muestras por ICA, en las que de forma paralela se ha deter-
minado el contenido de receptores por enzimoinmunoensayo. La estimacién del indice
de expresion de receptores por inmunocitoquimica se realiza calculando el porcentaje
de células tefiidas. El criterio de clasificacién que se ha seguido en este estudio es:

C ; % de célul i
- <10%
+ 10-30%
++ 30-70%
+++ >70%

La localizacién de los receptores es fundamentalmente nuclear, tal y como se
puede observar en la figura 33:

);I

Figura 33. Tincién de receptores hormonales en cdncer de mama por
inmunocitoquimica.

El método permite diferenciar la poblacion celular que expresa receptores dentro
del tumor asi como comprobar la localizacidn nuclear de los receptores en la célu-
la intacta.
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Se ha estimado la correlacién existente entre ambas metodologias, en el caso

700 -
600
500 3
4003

300

ER-EIA (fmolimg}

200 3

100 3

0.""",’_7

Figura 34,

Asociacién entre los valores de ER obtenidos por
enzimoinmunoensayo [RIAY y por inmunocitogui-
mica (YCA) El punte de corte para EIA es de
20 molimy y para [CA es un 10% de células
tedidas

ER-EIA+| ER-EIA-

ER-ICA+ B |

ER-[CA- 5 7

Tabla VIII.

Tabla de contingencia de ER determinado por
ambas metodologias. Se expresar numero de casos
y la asociacidn es esladisticamente significativa
(p=0.01).

PR-EIA {fmol/mg)

del receptor de estrégenos existen algunos casos discrepantes en los gue la proteina se
detecta bicquimicamente y sin embargo no hay tincidén positiva en los cortes de tejido
tumoral. En la determinacién del receptor de progestercna la correlacion es perfecta
con un Unico caso discrepante. Los resultados de este estudio se recogen en las figuras

34y 35, y en las tablas de frecuencia del contenido de receptores por ambos métodos.

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Figura 35.

Asaciacian entre lps valores de PR obtenidos por
enzimoinmunoensayo (EIA) y por inmunocitogui-

mica (ICA). El punto de corte parg EIA es de
20 fmolfmg v para 1CA es upn 10% de células
leftidas.

PR-EIA+| PR-EIA-

PR-ICA+ 14 1

PR-ICA- 0 9

Tabla 1X.

Tabla de contingencia de PR determinado por
ambas metodologias. Unicamenle hay un case dis-
crepante y la correlacion es esladisticamente signifi-
cativa (p=0,001)
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2.2.- RECEPTORES DE EGF

2.2.1.- Estudio de niveles de proteina

a) Marcaje del EGF

La actividad especifica (S.A) de] EGF marcado se determind segtn se explica en

Materiales y Métodos = La media de {os valores obtenidos en seis marcajes diferentes

es de 787 4 + 300 cpm/fmol.

b) Ensayo de union al ligando.

Los resultados se analizan por el método de Scatchard de acuerdo con la modifi-

cacion de van Zoelen |160|. Este método de cdlculo nos aporta ios datos de sitios de

unién (B) y constante de disociacién (Kdy,

un pardmetro de la afinidad de la unién

ligando-receptor cuyos valores para las muestras con valores positivos (15.1%) se

muestra en la tabla X,

Una preparacion de membrana se clasifica como EGFR+ cuando la concentra-

cién de receptores es mayor de 3 tmol/mg.

EGFR+
Rango (fmol/mg) 3-774

B

Media 5D 1194267

Rango (nM) 0,24-1 98
Kd

MediatSD 0,66£0,66

"W S | I

Tabia X.

Rango de valores para el n® de receptores de EGF (B) y constante de diso-
ciacion {Kd) en las muestras de cancer de mama que expresan EGFR.
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2.2.2.- Estudio de expresiéon génica

La hibridacién con la sonda que reconoce los dominios transmembrana y extra-
celular de la molécula EGFR aporta como resultado dos bandas especificas de tamanios
alrededor de 11 Kb v 6 Kb (figura 36).

EGFR

1 2 3

11 kb

6 kb

Figura 36. Andlisis de Northern para EGFR,

30 ug de RNA lolal se sometieron a electroforesis hibridando
con una sonda especifica para este gen Unicamente detectamos
hibridacion en uno de los tumtores analizados (11, mostrands
wna banda mucho mas nlensa que la del control positive (3).
en la posicidn (2 se representd el control negativoe. Se delectan
dos bandas para el tumor, pero la linea celular MDA-MB-231
solo expresa lo banda de mayor pese molecular. | g flecha indi-
ca la posicidn del RNA ribosomico de 285

Unicamente se detecta mRNA para EGFR en uno de los tumores con valores
positivos para la proteina con un niimero de receptores de 774 fmol/mg. Son suficientes
unas horas de exposicién para visualizar las bandas y no es pasible detectar ningin
otro tumor positivo aun incrementando los tiempos de exposicién hasta 10 dias.

El siguiente valor positivo en rango determinado bioguimicamente es de 20

frmol/mg
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2.2.3.- Correlaciones con las caracteristicas de los tumores

a) Receptores hormonales

La correlacion entre EGFR y los receptores hormonales queda expresada en las
siguientes tablas de frecuencia:

EGFR+ | EGFR- EGFR+ | EGFR-
ER+ 3 34 PR+ 4 25
ER- 5 11 PR- 4 20
L“ TN | “TTEE N L N R

Tabla X1. Andlisis de contingencia entre ER Tabla XIl. Andlisis de contingencia entre PR
y EGFR. y EGFR.
F.xiste una correlacion inversa entre la expresion de No existe en este estudio ninguna asociacion entre
ER y EGEFR (p<0 05) ambos factores

Se manifiesta una relacidn inversa entre el contenido de EGFR y ER estadistica-
mente significativa (p<0,05). No existe dependencia de [a presencia EGFR con la de
receptores de progesterona.

b) Correlacion con parametros histolégicos

La asociacidon entre la expresiéon de EGFR y los parametros histoldgicos se
expresan en la tabla XIlI. No existe dependencia con ninguno de los factores estudia-
dos.
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Factor

EGFR + EGFR- valor de p

Tipo histoldgico
Ductates infiltrantes
Lobulillares infiltrantes
Mixtos
Bucn Pronostico

Grado de diferenciacién
Grado |
Grado 1
Grado it

Ganglios afectados
N-
N+

Edad
<50 anos
=50 anos

5/8 (62.5%) /45 (69%)
178 (12,5%) 7/45  (15,5%) NS
0/8  (0%) 5/45  (11,1%) N
278 125%) 2045 (4.4%)
218 (25%) 2/45  (4,4%)
38 (37.5%) 23/45 (51,1%) NS
38 (37.5%) 20/45 (44,4%)
58 (62,5%) 25/43 (58, 1%) NG
38 (37.5%) 18743 (41,9%)
28 {25%) 11744 (25%) NS
6/8  (75%) 3344 (T5%) .

Tafla X111, Correlacion enire pardmetros histolégicos de diferenciacién y progre-
sign tumoral y la expresion de EGFR.
Ng existe asociacién entre EGFR y ninguno de los factores gstudiados.

2.3.- FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-o. (TGF-0)

2.3.1.- Estudio de niveles de proteina

Se ha analizado la actividad TGF-o en un total de 37 muestras y se han obtenido

valores detectables por encima del limite de sensibilidad del ensayo en 12 muestras.

Los valores se expresan en ng de actividad TGF-a por gramo de proteina de citosol

{tabla X1V.}.
TGF-o detectable
n{%) 12 (32,4%)
Rango 47-78
ng/g '
MediatSD 21074203
— | ———

Tabla XIV. Niveles de expresion de TGF-cx en
las muestras analizadas.
Los valores se expresan en nglg de proteina de citosolg
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La sensibilidad definida como dos desviaciones estandar respecto del nivel cero
de la curva de calibracidon es para TGF-a0 de 0,014 ng/ml (fig. 37) con un coeficiente de
variacion {(CV) representado en la figura 38. En cuanto a la especificidad, el ensayo ha

demaostrade no tener reaccion cruzada con EGF, TGF-ou de rata, insulina y transferrina.

100 60
spxigt P 50 ]
{ng/ml) 80 ‘
70 40
60 I
= ]
50 & 30
40 ]
30 20
20 T 10 .
147 z .
0- LA | LERLELLLLLL | T _-_l_1_|"|'|'l'rr|_l_|_l'n1'l"l';_l_1_|"|'|'|'l1'|
0,01 01 1 10 0,01 0.1 1 10
[TGF-t]ing/mly [TGF-o)tng/mi)
Figura 37 Figura 38

Seusipilidad y precision del RIA de TGFo.
El valor de sensibilidad se obtiene del punto de corte con el ¢je de ordenadas al representar
SO frente a dosis. Los coeficientes de variacidn disminuyen a dosis mayores de TGFa,

2.3.2.- Correlaciones con otros parametros

a) Receptores hormonales (ER y PR)

La pérdida de dependencia hormonal y transicién hacia un estado de crecimien-
to auténomo podria estar mediada por la expresion constitutiva de factores de creci-
miento. En contra de esta hipdtesis, en las muestras analizadas, la expresion de TGF-a
es mayoritaria en tumores con receptores hormonales positivos aunqgue la diferencia
con el grupo de tumores que carecen de receptores no es estadisticamente significativa
(figuras 39 y 40)

B
o

ER+
W ER-

Figura 39. Asociacidon entre la
expresion de TGF-0. y los recepto-
res estrogénicos.

TGF-ux +
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PR+
| PR

K

Figura 40. Asociacién entre la
expresion de TGF-o y los receptores
de progesterona.

TGF-o + TGF-i -

Tampoco existen diferencias en los niveles de expresion de TGF-ot en los grupos
ER+{21.8+22 9 ng/g)y ER-[18,8+12.8 ng/g).

b) Receptores de EGF

El TGF-a ejerce sus efectos bioldgicos a través de la unidn a su receptor (EGFR}.
La presencia simultanea de ambas proteinas se postula como requisito para la existen-
cia de un posible mecanismo de regulacién autocrino. Sin embargo, en nuestro estu-
dio, el analisis de contingencia indica que no existe asociacion en la expresién de

ambas moléculas (tabla XV).

TGF-o + | TGF-at -

EGFR+ 2 4

EGFR- 10 2]

Tabla XV. Andlisis de contingencia
entre la expresidn de TGF-o g
EGFR

c) Correlacion con parametros histologicos

Si la sintesis de factores de crecimiento estd implicada en el mecanismo de
tumorogénesis en cancer de mama, es importante también ver su relacién con caracte-
risticas estructurales de las muestras gue nos aportan dates acerca del grado de pro-
gresion de la enfermedad. Las distintas asociaciones entre la expresion de TGF-aL y

algunos de estos factores se detallan en la tabla XVI.
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Factor TGF-¢ detectable  TGF-« indetectable  valor de p

Tipo histoldgico

Ductates inliltrantes 6/12  (50%) 18/25  (72%)
Lobulillares infiltrantes 312 (25%) 3725 (129%) NS
Mixtos 202 (17T%) 2/25  (8%)
RBuen Prondstico 1/12 (8%) 2725 (8%
Grado de diferenciacidn
Graclo f 1712 (8% 2725 (8%]
Grado il 5/12  (429%) 13/25  {52%) NS
Grada N 6/12  (50%) 10/25  (40%)
Ganglios afectados
N- T2 (58%) 14/24  [58%) NS
N+ 5712 (429%) 10724 1429%) ;
Edad
= - . . GOy
<50 aljos 7/12 {58%) r%/24 {1_2,5/%:) 0<0.05
=50 afios 5/12 (42%) 21/24 (87.5%)

Tapla XV1. Correlacion entre TGF-a y pardmetros histologicos.

2.4, FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE-p (TGF-[3)

2.4.1.~ Estudio de niveles de proteina

En el estudio de la expresidn de esta proteina nos planteamos como objetivo el
desarrolio y validacién de un ensayo lo suficientemente sensible como para detectar
los niveles de TGF-B presentes en la fraccidn citosdlica de las muestras. Utilizamos
como control positivo el medio condicionado de la linea celular A549 preparado tal y
como se describe en Materiales y Métodos. De nuevo hay que tener en cuenta la limita-
cion existente por el pequefio tamafio de la muestra tumorat de partida.

Las condiciones finales del RIA supone un incremento en sensibilidad y preci-
sion con respecto a Jas condiciones de incubacién recomendadas por el fabricante.

Se consigue una sensibilidad de 7.5 pg/l00ul (figura 41) con un CV adecuado
(figura 42).

Para comprobar la linearidad del ensayo se realiza una curva de dilucion del
medio condicionado por A549. El paralelismo existente entre la curva estandar y la
curva de dilucién significativo de una buena deteccién se observa en la figura 43.

No es posible detectar actividad TGF-B en ninguna de las muestras analizadas ni
siquiera en los limites de sensibitidad. En este caso hemos podido utilizar los niveles

de expresion de mRNA para TGF-B como medida de la presencia de esta molécula.
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! T ' TorrErT T ' T
10 100 1000 10 100 1000
pg/100pl pg/100pi

Figura 41 Figura 42

Sensibilidad y precisidn del RIA de TGF-fi.
1. linea punteada representa SD y CV para el protocolo recomendado par of fabricante. La linea continua repre-
senta SD y CV para el protocolo validado para este estudio.
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2.4.2.- Estudio de expresion génica

El patrén de hibridacién obtenido con la sonda adecuada revela la existencia de
una banda de 2,5 Kb descrita en estudios precedentes y de una banda ancha de 0,6 Kb
que, en principio, no parece debida a degradacién inespecifica del RNA si se compara
con la tincién con bromuro de etidio de los geles (figura 44).

El hecho de que las membranas hayan sido hibridadas secuencialmente con
sondas diferentes y que en ningln otro caso se haya detectado esa banda de bajo peso
molecular sugiere que se trata de una circunstancia especifica para el TGF-B compatible

con una degradacién mas rapida de este mRNA en relacién a otros RNAs celulares.

GAPDH

Figura 44. Andlisis de Northern para el TGF-31.

Se representa el patrén de hibridacidn para ocho muestras tumorales ( 1-8 ) y dos
lineas celulares de cdncer de mama ( 9:MCF-7, 10:MDA-MB-231).Se detecta una
banda especifica de 2,5 kb y en algunos tumores una banda ancha de 0,6 kb. La fle-
cha indica la posicién del RNA ribosdmico 188S.

De las 39 muestras analizadas un 69% expresan mRNA para TGF-B.
Consideramos positivas las muestras que presentan la banda de 2,5 Kb, la de 0,6 Kb o
ambas. No hay diferencias significativas en cuanto a los niveles de expresién ya que la
intensidad de las bandas no difiere mucho de unas muestras a otras, se opta por un

analisis cualitativo considerando las muestras como positivas o negativas.
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2.4.3.- Correlaciones con las caracteristicas de los tumores

a) Receptores hormonales

La expresicin de TGF-f§ no estd restringida a un grupo de tumores con determina-

das caracteristicas en cuanto al contenido de receptores hormonales. Los porcentajes

de expresién de TGF-B respecto al contenido de ER y PR se representan en las figuras

45 y46.
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Figura 45. Asociacion entre la expre-
sion de TGF-f y los receptores estro-
génicos.

%

PR+
W PR

TG + TGF-A -

Figura 45, Asociacidn entre la expre-
sion de YGF-f y los receptores de
progesterona.

b)Factor de crecimiento transformante-o

No existe tampoco una tendencia definida en cuanto a la expresién de ambaos
factores de crecimiento (TGF-o y TGF-B) (tabla XVII).

TGF-B+ | TGF-B-
TGF-0i+ 3
TGF-o- | 13 7
. I I ]}

Tabla XVI1. Andlisis de contingencia
entre la expresiin de ambos factores

tranformantes (p=NS).
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c) Receptor de EGF

La asociacién entre el EGFR y TGF-[3 se expresa en la tabla XVIII:

TGF-B+ | TGF-B-

EGFR+ 4 I
|

EGFR- 23 11
"R | | FRE——

Tabla XVIIL. Tabla de frecuencia de
la expresién de TGF-ff y EGFR.

d) Correlacién con parametros histolégicos

Los datos obtenidos del anglisis de contingencia entre las variables se expresan

en la siguiente tabla:

Factor TGF-f + TGF-f— valor de p

Tipo histoldgico

Ductales infiltrantes 19727 (70.4%) 712 (58,3%)
Lobulillares infiltrantes 327 (11, 1%) 312 125%) NS
Mixlos 227 (7.4%) /12 (83%)
Buen Prondstico 3027 (111%) /12 (8.3%)

Grado de diferenciacién

Grado | 327 (11.2%) /12 (8%
Crado I 12/27 (44 4%] &/12  (50%) NS
Grado 1l 12/27 (44, 4%) S/12 142%)
Ganglios afectados
N- 16/27 {59%) T 64%) NS
N 1127 (41%) AL (36%) "
Edad
<50 afos 426 115%) 612 (50%)

<0.05
50 afios 22126 (85%) 612 (50%) b

Tabla XIX. Correlaciin entre la expresiin de TGF-§} y pardmetros
histoldgicos

Tal y como se puede observar, el 85% de los tumores que expresan TGF-B corres-

ponden con significado estadistico a mujeres postmenopatsicas.
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2.5.- PROTEINA p 85

2.5.1.- Estudio de niveles de proteina

El desarrollo de anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos contra la
oncoproteina codificada por c-erbB-2/HER-2/neu ha permitide su deteccion inmunolégi-
ca, en extractos celulares y en secciones de tejido, que frecuentemente se correlaciona
con la amplificacién del gen y expresion de su mRNA [ 161]{162]

En un estudio comparativo entre muestras neopldsicas de mama y tejido normal
se ha determinado el punto de corte de valores de oncoproteina detectada en tejido
homogeneizado (Piffanelly, A. Comunicacion personal). De esta forma se establece el
valor de 150 fmol/mg como punto de corte por debajo del cual se encuentran todos los
valores detectados en tejido normal considerando los valores superiores a este punto
como sobreexpresién de la oncoproteina.,

Los valores obtenidos por interpolacion en la curva estandar se normalizan por

la concentracion en mg/mi dei homogeneizado para expresarlos finalmente en fmol/mg.

L.os valores obtenidos para las 43 muestras analizadas son:

p185<150 p1855150
n(%) 7| 36 (84%) - 7 (16%)
fﬁzrf/grﬁg 17-134,1 187,4-2566
Nflrid;f/i? 66024319 | 731128437
—— | E——— —

Tabla XX. Niveles de expresién de p185 en las muestras ana-
lizadas.

2.5.2.- Correlaciones con las caracteristicas de los tumores

a) Receptores hormonales

La correlacion con el contenido de receptores hormonales (ER y PR) se muestra
en las figuras 47 y 48
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ER+
W R

Figura 47. Asociacién entre la expre-
sion de p185 y los receptores de
estrogenos.

<150 fmol/mg >150 fmol/mg
p185

Yo PR+

N FF

Figura 47. Asociacién entre la expre-
sidn de p185 y los receptores de pro-
<150 fmolimg >150 fmolimg gesterona.

p185

En los tumores gue sobreexpresan pl85 hay una tendencia a que los receptores
hormonales sean negativos en una proporcién mayor que en las muestras con niveles
normales de oncoproteina. Esta tendencia, observada claramente en las figuras, no

llega a ser estadisticamente significativa para ER pero st lo es para PR (p<0,05).
b} Receptores de EGF

Tanto pl8&5 como EGFR son receptores con actividad tirosin-quinasa y, aungue
se activan por la unidn de distintos ligandos, es interesante analizar si existe algdn tipo
de dependencia entre la expresion de ambas proteinas. La conclusion se obtiene del

andlisis de contingencia a partir de la tabla de frecuencia XXI.
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pl85+ p185-
EGFR+ §] 6]
EGFR- 7 30
"R | RN N

Tabla XXIi. Tabla de contingencia
entre los dos receptores lirosin-qui-

rasa.

No hay ninguna muestra que sobreexprese pl85 y que presente niveles detecta-

bles de EGFR.

¢} Factor de crecimiento transformante-o;

En cuanto a la expresion de TGF-a, Unicamente en uno de los tumores con

pl&5>150 fmol/mg hay niveles detectables del factor de crecimiento transformante,

curiosamente en el mdximo del rango de valores detectados (78 ng/g) lo cual sugiere

que no hay relacién entre ambos parametros

d) Correlaciéon con parametros histolégicos

L.os datos deducidos del analisis comparativo entre los distintos grupos se reco-

gen en la tabla XXI1.

Factor 1855150 fiol/mg p185<150fmol/mg valor de p
Tipo histolégico
Duclales infiltrantes &/7 (50%) 2273661 .1%)
Lobulillares infiltrantes 1/7 {25%) 7736 (19,4%) NS
Mixlos ) 3/36 18.3%) '
Buen Prondstico 0 4736 111,19
Grado de diferenciacién
Grado i 0 4/36 (119%)
Grado I 2/7 129%) 19/360 153%,) NS
Grado 1 ST (TH%) 13/36 (369%)
Ganglios afectados
N- 3/7 (43%) 22/34 {65%) -
N 477 (57%) 12734 {35%] '
Edad
<50 anos V7 (14%) 10/35 [29%) NS

=50 anos

6/ 184%)

25/35 (71%)
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La sobreexpresion de pl85 queda practicamente restringida al grupo de los car-
cinomas ductales infiltrantes. Nuestros datos indican que con la pérdida de diterencia-
cion tumeral aumenta el porcentaje de tumores con sobreexpresion de neu y ademas el
porcentaje de ganglios afectados también aumenta si p185 estd sobreexpresada, atribu-

yéndaole una posible relacion con la agresividad tumoral.
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Gran parte de los resultados obtenidos en el estudic de los mecanismos que
contrelan el crecimiento en cancer de mama proceden de la utilizacidn de lineas celula-
res en cultivo. Practicamente todas las Iineas celulares de cancer de mama se han esta-
blecido a partir de efusiones pleurales o asciticas y, por tanto, representan un subgrupo
de la poblacién tumoral que ha tenido la capacidad de metastatizar y crecer en un
entorno especifico completamente distinto del tumor primario. No hay discusién acer-
ca de las ventaias de este modelo experimental pero hay que ser cautos a la hora de
extrapolar los resultados que con ellas se obtienen a la situacién in vivo. Incluso los cul-
tivos primarios de cancer de mama muestran patrones anormales de secrecién proteica
in vitro en respuesta a hormonas y, ademas, esta secrecion esta fuertemente influencia-
da por el medio de cultivo |163].

Los tumores de mama son un sistema complejo constituido por células epiteiia-
les, estroma intercelular, elementos vasculares v ofros componentes que pueden ser
fundamentales en la expresidon de factores mitogénicos reguladores, comunicacion
intercetular e interacciones de tipo paracrino |164]. Las biopsias de tumores solidos
son un fiel reflejo de la situacion real in vive en cuanto a heterogeneidad celular aunque
los estudios basados en su utilizacién estan limitados, sobre todo, por la disponibili-
dad de tejido.

En el estudio objeto de esta tesis se ha elegido como sistema experimental el
tejido tumoral procedente de biopsias de cancer de mama. En la eleccién de la pieza a
estudiar se ha eliminado, de acuerdo con criterios patoldgicos, el tejido normal adya-
cente, tejido adiposo, sangre y otros componentes que podrian interferir en la determi-
nacion de los parametros a estudiar. Las muestras no han sido seleccionadas segin
ninglin criterio previo y de todas las que se procesaron se han considerado vélidas un
nimero total de 53

Los resultados obtenidos referentes a la distribucion de las muestras por tipos
histoldgicos estan de acuerdo con los datos publicados a nivel epidemioldgico en
general {119, 133] y en series mas pequenas de tumores. En todos estos estudios las
formas de cancer de mama méas comunes son los ductales infiltrantes seguidos de los
loebulillares infiltrantes. De forma especifica en este estudio y debido al poco nimero
de casos de cada uno, se han agrupado en una categoria denominada “formas de buen
pronostico” a los carcinomas “in situ” o intraductales en los que el crecimiento neopla-
sico queda restringido a los conductos de las células epiteliates sin invadir el estroma

que las rodea; carcinomas mucinosos caracterizados por la acumulacién de mucina
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extracelular alrededor de grupos de células tumorales y carcinomas tubulares, también
considerados de mejor prondstico que los ductales vy lobulillares infiltrantes [ 133, 134].
Este grupo. constituye el 7,6% de nuestras muestras y el criterio de su clasificacién
como de “buen prondstica” se ve avalado por el hallazgo de que todas ellas son formas
bien diferenciadas correspondientes a un grado | de diferenciacidn histoldgica.

La pérdida de diferenciacién celular implica que las estructuras tubulares no
estan bien formadas, las células presentan un marcado polimorfismo con gran variedad
en cuanto a forma vy tamano, los nicleos no son uniformes y hay un aumento del grado
mitético celular {137]. El grado de diferenciacién es, por tanto, un pardmetro de progre-
sidn tumoral y su correlacion con la expresion de genes especificos nos puede dar idea
de su implicacion en el cancer de mama. El 92 5% de los tumores analizados en este
estudio son moderada tgrado ) o escasamente {gradolil) diferenciados.

l.os receptores hormonales han sido utilizados desde hace tiempo como los
principales marcadores de respuesta a la terapia endocrina. La existencia de un deter-
minado nivel de receptores en la muestra tumoral es un requisito necesario para el tra-
tamiento anti-estrogénico inhibidor del crecimiento tumoral. Debido a que los canceres
de mama son dependientes de estrogenos para su crecimiento, la mayoria de los estu-
dios se centraron en el receptor de estrégenos (ER} tanto en su implicacién en el con-
trol de la expresion génica y mitosis |15] como en su utilidad como marcador de res-
puesta hormonal y prondstico [16]. El receptor de progesterona (PR) tiene importancia
como mediador de las respuestas hormonales y como producto de la accidn estrogéni-
ca en las céiulas de cancer de mama v se ha estudiado tanto como marcador tumoral
[17] como en 1érminos de su regulacién por agonistas y antagonistas estrogénicos {18]
Aunque no se conoce Ja funcion de PR en cancer de mama, su presencia y su induccién
por estrogenos se asocia con las respuestas de proliferacion inducidas por estrégenos
en las células neopldsicas y con la funcionalidad de ER.

En términos generales, aproximadamente el 70% de los tumores primarios son
positivos para ER v aproximadamente el 50% son positivos para PR {165|. En nuestro
estudio los porcentajes obtenidos son el 69,8% para ER y el 54,7% para PR.

Los resuitados obtenidos en cuanto a la distribucion concomitante de ambos
receptores se recogen en la tabla V. Estos porcentajes también se corresponden con los
descritos por otros autores [165|. La probabilidad de encontrar PR en un tumor es
directamente proporcional a la concentracién de ER presente |17] y el contenido de PR
incrementa el indice predictivo de ER. El grupe de tumores ER+/PR-, sin embargo, es
relativamente comun (en nuestro estudio representa el 17% de las muestras). Se postu-
la que estos tumores podrian expresar una forma de ER incapaz de inducir la transcrip-

cion de PR | 166].Esta isoforma, generada por procesamiento alternativo, interfiere en el
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proceso normal de unién al DNA y activacion de la transcripcion aunque no se descarta
que pudiera también interferir en la asociacién a factores de transcripcion necesarios
para la actividad de ER.

La mavoria de los investigadores coinciden en que los tumores primatrios y
metastdsicos de mujeres postmenopausicas contienen valores mayores de ER y son ER
positivos en una proporcion mayor que los tumeres de pacientes premenopaUsicas
j167]. En el presente estudio, el 4% de los tumores procedentes de pacientes preme-
nopausicas son ER positivos frente al 74% de los tumores de mujeres postmenopatsi-
cas y, en cuante a los niveles, la media del contenido de ER en los tumores definidos
como positivos es mucho mayor en el grupo de postmenopatsicas que en el premeno-
patsicas (333 fmol/mg [rente a 96,4 tmol/mg). Se postula gque el menor nivel absoluto
de ER encontrado en premenopatsicas puede ser debido a cambios en la accesibilidad
consecuencia del procesamiento vy a los grandes niveles de progesterona circulante en
estas pacientes que podria inhibir la sintesis de ER.

Existe un gran numero de trabajos que describen un incremento del nimero de
tumores negativos para ER con grado Il de diferenciacion en relacion a los grados 1y 1l
[136, [67]. Esto esta de acuerdo con los hallazgos encontrados en el grupoe de tumores
analizado por nosotros (Figuras 30 y 31} en el que el nimero de tumores ER negativos
aumenta considerablemente hasta alcanzar un 43,5% en el grado Ilf. La asociacion entre
PR y el grado de diterenciacion tiene, ademas, significacion estadistica. El hecho de que
los tumores bien diferenciados sean mas frecuentemente ER positivos que los tumores
poco diferenciados sugiere que el contenido de ER poedria representar un aspecto bio-
quimico de la diferenciacion celular. Este concepto estd ligado al hecho de que los
tumores ER positivos tienen un mejor prondstico | 168].

Fn cuanto a las caracteristicas histoldgicas, resulta evidente que los tumores
definidos como “formas de buen prondstico” deberian expresar ER maés frecuentemen-
te. Esto se confirma en nuestro estudio (figura 32) donde el 100% de las muestras de
esa categoria expresan ER. Ademds el 87,5% de los de tipo lobulillar también expresan
ER de acuerdo con otros estudios |165] a pesar de que se le atribuye un mal prondsti-
Co.

Estudios inmunohistoquimicos sefialan que la localizacion subcelular de losg
receptores hormonales en la célula intacta es nuclear (147, 148 aunque tras la homo-
geneizacion dei tejido una fraccién aparece en el citosol donde son determinados bio-
guimicamente | 167, 169]. El método inmunohistoquimico permite, ademas de localizar
el receptor, determinar la heterogeneidad tumoral en cuanto a qué tipo celular expresa
receptores y qué porcentaje de células neopldsicas son positivas. Este tipo de informa-

cion es importante para la interpretacién de los resultados obtenidos por ensayos



Discusion 89

cuantitativos. Otra aplicacion importante de esta técnica es la determinacion del conte-
nido de receptores en biopsias de mama obtenidas por puncién con aguja (ina partien-
do de poco material celular |170]. Sin embargo todavia no es probable que la técnica
ICA sustituya a los ensayos de receptores en citosol porque a pesar de sus ventajas
indiscutibles tiene el inconveniente de tratarse de una valoracién cualitativa depen-
diente de los criterios del observador.

Hay un gran numero de trabajos que hacen referencia a la buena correlacién
existente entre Jos resultados obtenidos por ICA y los obtenidos por métodos bioqui-
micos, fundamentalmente por ensayo de unidn al ligando (LBA) [171-176]. En nuestro
estudio encontramos también una correlacion altamente significativa entre los resulta-
dos obtenidos por EIA v los obtenidos por ICA (figuras 34 y 35; tablas Vilt y 1X} sobre
todo en el caso de PR (p<0,001).

Encontramos un caso discrepante con tincién positiva y contenido de receptores
negativos en ElA tanto para ER como para PR. Esto puede explicarse por la heteroge-
neidad dentro de la muestra tumoral de manera que el citosol puede diluirse con mate-
rial ER- o PR- dentro del propio tumor. También existe la posibilidad de detectar falsos
positivos por ICA cuando el fondo es muy intenso.

En el caso de ER hay cinco tumores que no presentan tincién por ICA v sin
embargo tienen receptores cuantificables por EIA. Esto podria interpretarse como la
existencia de poblaciones de células normales positivas para receptores dentro del

tumor que no son consideradas en la valoracion por ICA.

La regulacidn de los niveles de mRNA y de proteina para ER en células de céncer
de mama es compleja y parece depender de la historia hormonal de las propias células
[28]. L.a mavyoria de los estudios se han llevado a cabo en lineas celulares hormono-
dependientes (MCF-7} e independientes (MDA-MB-231, T47D}. Se ha descrito regula-
cion de ER por hormonas esteroideas y sus antagonistas mientras que los factores de
crecimiento ejercen efectos minimos sobre los niveles de ER |38]. Esto apunta a que
los estrdgenos v la progesterona son los factores dominantes en la regulaciéon de ER, al
menos en las lineas celulares estudiadas. También se ha demostrado una regulacién
negativa de ER mediada por estrégenos en células MCF-7 | 177] y mediada por progesti-
nas en MCF-7 y T-47D (30}, En estos estudios se ha observado una estrecha correlacidn
entre los niveles de mRNA y los de proteina Jo que parece indicar que la regulacion es
transcripcional o incluso a nivel post-transcripcional como también se ha postulado
1177].

En las muestras que hemos analizado no encontramos una buena correlacion

entre los niveles de mRNA y los de proteina a diferencia de otros autores (35, 36]. Se
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detecta una banda especifica de 6,5 Kb en un 37% (13/35) de las muestras con valores
de proteina positivos. La media del contenido de proteina determinada por EJA es de
443 fmol/mg. No se detecta hibridacidn en ninguno de los seis tumores que tienen un
contenido de proteina inferior a 63,6 fmol/mg ni en un grupo de 16 tumores con valores
de proteina superiores a 68,6 tmol/mg. No hay ningun casc en el que exista expresién a
nivel de RNA y la proteina no se haya traducido.

En estos resultados hay que tener en cuenta que el analisis de expresion génica
se realiza con RNA total. Los autores mencionados utilizan poli-AT-RNA o bien hibrida-
cidn por “dot blot” que a nuestro criterio puede inducir a errores de interpretacién por
la existencia de hibridacién inespecifica. La utilizacién de poli-AT-RNA, sin embargo,
incrementa la sensibilidad de deteccién del Northern v obvia los problemas de hibrida-
ciones cruzadas con los RNAs ribosdmicos, problema frecuente en nuestro estudio pero
dada la cantidad limitada de muestra disponible no es posible purificar el RNA total,

No encontramos la presencia de alguna banda adicional descrita por otros auto-
res i35, 37| ni en las biopsias ni en la linea celular MCF-7 utilizada como control positi-
vo, descartanto la existencia de alguna forma adicional de ER.

Las diferencias entre expresion de RNA y niveles de proteina en los seis tumaores
con valores de ER inferiores a 68.6 fmol/mg, parecen indicar que el enzimoinmunoensa-
vo es mds sensible que el Northern. Ademaés, probablemente exista atglin otro mecanis-
mo que justifique que determinados RNAs se traduzcan a una tasa mas alta. La regula-
cion a nivel de traduccion es un mecanismo descrito en eucariotas en secuencias de
cDNA de genes que codifican oncoproteinas, factores de crecimiento, factores de trans-
cripcion, receptores y oiras proteinas reguladoras |178]. Estas secuencias se caracteri-
zan por la existencia de un segundo codon ATG en posicion 5 en el mismo marco de
lectura y flanqueado por nucledtidos compatibles con la secuencia consenso de Kozak,
Esto ha sido descrito para ER (27) y aunque no se conoce de qué forma puede afectar la
existencia de estos codones en posicion 5 a la eficiencia de traduccion del mRNA de
ER se piensa que estas pequefias secuencias corresponden a mRNAs funcionales que
pudieran estar sometidos a un mecanismo de control de la reiniciacién [178].

Respecto a la expresion génica de PR, ya habia sido previamente descrita la difi-
cultad para detectar el patrén de transcritos de mRNA (2.8-11.4 Kb) caracteristicos de
este gen partiendo de RNA total (30[. En nuestro estudio, la expresion de PR queda
descrita por el estudio a nivel proteico con la ya comentada asociacién casi perfecta

entre [os resultados obtenidos por enzimoinmunoensayo y por inmunocitoquimica.

En los dltimos afos se han descrito distintos trabajos que parecen arguir la

accion indirecta de los estrogenos a través de genes reguladores del crecimiento sobre-



Discusion 91

expresados (oncogenes) [56] y a través de la estimulacidn o inhibicién de la sintesis y
liberacién de factores de crecimiento que son capaces a su vez de regular el crecimiento
de la célula que los produce (control autocrino) o de las células adyacentes tanto epite-
liales como del estroma {control paracrino).

Un gran nimero de estudios tienen como sistema de experimentacion in vitro
lineas celulares de cancer de mama con el objetivo de establecer su capacidad para sin-
tetizar y secretar factores de crecimiento inmunoreactivos activos biolégicamente.

Se ha detectado TGF-a. bioldgicamente activo en el medio condicionado de dife-
rentes lineas celulares (15, 179]. La secrecidn de este factor v la expresion de su mRNA
son inducidas por estradiol [53, 72, 180, 1811 y a su vez pueden ser inhibidas por el
antiestrogeno tamoxifen |72, 180, 182]. Los mayores niveles de actividad se encuentran
generalmente en jineas celulares negativas para ER.

Bl TGF-o puede actuar como un factor de crecimiento autocrino en células MCF-
7 ya que cuando se utilizan anticuerpos anti-TGF-o se inhibe parcialmente el crecimien-
to de estas células |72| Sin embargo existe una gran controversia acerca de la funcion
de este factor de crecimiento como posible mediador de los efectos estrogénicos |53]
con claras evidencias en contra de esta hipotesis. Las células MCF-7 transfectadas con
un vector de expresion para TGF-o producen niveles de este factor equivalentes o supe-
riores a los producidos por estimulacion estrogénica y, sin embargo, estas células que
expresan constitutivamente TGF-o responden a la estimulacién estrogénica in vitro
incrementando la proliferacién celular y la induccion de la sintesis de PR. Ademas estos
clones celulares transtectados no inducen la formacién de tumores in vive en ratones
desnudos ovariectomizados atimicos sin la suplementacién de estradiol |52] lo que
lieva a los autores a concluir que la expresion de TGF-o debe ser necesaria pero no sufi-
ciente para inducir un fenotipo completamente hormono-independiente. Si el TGF-«
secretado fuera mediador de los efectos de los estrégenos, el bloquec de su receptor
(EGFR) provocaria la inhibicidn de la estimulacién estrogénica y sin embargo cuando
esto se realiza en células de cincer de mama hormono-dependiente no se altera el cre-
cimiento regulado por estrogenos sugiriendo que el TGF-o no es un mediador primario

de los efectos estrogénicos |53].

El TGF-[ se sintetiza también por lineas celulares de cancer de mama y de forma
similar al TGF-o, los niveles basales de TGF-p son generalmente mayores en lineas
celulares negativas para ER que en las [ineas que responden a hormonas [183, 184].
Una fraccion significativa de este factor en el medio condicionado de MCF-7 se encuen-
tra en la forma activa {184}. £l tratamiento con anti-estrdgenos de estas células produ-

ce un incremento de los niveles de TGF-B activo en el medio condicionado sugiriendo
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que el efecto inhibidor de los anti-estrégenos podria estar justificado por la estimula-
cién de factores negativos como el TGF-B y la inhibicion de factores estimuladores
como el TGF-o¢ 1180, 182-184}. E! tratamiento estrogénico de iineas cetulares ER+ pro-
duce un descenso de {os niveles de TGF-B en el medio condicionado en condiciones en
las que la produccién de TGF-a es estimulada | 179].

En las lineas celulares que secretan actividad TGF-P también se detecta expre-
sidn de su mRNA y los niveles de expresidon génica no son modulados por anti-estroge-
nos sugiriendo que Ja regulacion de la produccidn de TGF- en estas células debe ser a

nivel post-transcripcional [ 184].

Los trabajos en tumores sdlidos aportan también resultados dispares debido a
las distintas técnicas de deteccion, tipo de material a ensayar y range de valores obte-
nidos. Uno de los primeros trabajos publicados estudia la deteccion de TGF-o0 inmuno-
reactivo en extractos de tejidos preparados a partir de tejido normal, fibroadenomas,
lesiones fibroquisticas y carcinomas ductales infiftrantes | 181]. El rango de valores
obtenidos para las muestras tumorales fue de 1,5-6 ng/mg proteina celular y aproxima-
damente el 50% expresa niveles superiores a los detectados en el tejido normal. No se
observd correlacion con el contenido de ER o PR. Un trakaio posterior muestra que la
expresion de TGF-a es mayor en las metdstasis ganglionares que en los tumores prima-
rios [71]. En el 31% de los carcinomas analizados fue posible detectar actividad TGF-o
expresada como ng equivalente de EGF/mg proteina del extracto tumoral. Tampoco se
describié relacién con el contenido de receptores.

Se ha descrito expresion de mRNA para TGF-o0 y TGF-P en tumores sdlidos por
andlisis de Northern y "dot blot” [70, 185-187] pero, debido a las limitaciones ya comen-
tadas de sensibilidad, esto no ha sido posible en este caso.

En nuestro estudio detectamos actividad TGF-o0 en un 32 4% de las muestras
analizadas medida por un RIA con una buena sensibilidad y especificidad. Ei rango de
valores obtenido oscila entre 4,7 y 78 ng/g de proteina de citosol. Aunque los resulta-
dos no son comparables, los niveles menores de expresion encontrado en nuestro estu-
dio respecto a otros previos puede justificarse porque en el citosol sdlo detectamos las
molécuias de TGF-a en transito de secrecion. De hecho, se ha descrito la existencia de
actividad TGF-« asaciada a la membrana celular que no secreta al medio [188] y se pos-
tula que tanto el precursor asociado a la célula como el péptido secretado son bioldgi-
camente activos |189]. Estos factores de crecimiento anclados a membrana se pueden
acumular en la superficie celular debide a limitaciones en el proceso proteolitico que
los convierte en factores solubles. La inmovilizacion de estos factores es un mecanismo

general para concentrarlos y mantenerlos al alcance de células adyacentes favoreciendo
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interacciches célula-célula, el factor asociado a la membrana puede interaccionar con
su receptor por un mecanismo juxtracrino, que ha sido demostrado para el proTGF-a.,
que puede inducir autofosforilacién del receptor y respuesta mitogénica |4].

La produccion de TGF-a no estd circunscrita a un grupo determinado de tumo-
res, pero un porcentaje muy alto de las muestras con TGF-¢ detectable tiene receptores
hormonates (figuras 39 y 40). Las diferencias con el grupo de tumores que no expresan
TGF-00 no son significativas argumentando a favor de la independencia entre la expre-
sién de TGF-a y el estado hormonal del tumor ya descrita por otros autores |71, 72, 180,
186, 190).

Estos datos no son concluyentes de la expresidn constitutiva de TGF-a en la
transicion de un estado hormono-dependiente a la independencia hormonal y estan de
acuerdo con otros trabajos que argumentan en contra de la asuncién de un modelo
simplista acerca de la implicacién de los factores de crecimiento en la progresion
tumoral [180, 182, 191]. Unicamente se ha descrito la existencia de correlacién entre la
expresion de TGF-o0 y ausencia de receptores de los tumores en los trabajos de Barrett-
Lee [185] y Travers | 187] v en efusiones de pacientes con cancer de mama |192).

Tampoco se describe en estos estudios ninguna correlacidn de la expresion
(MRNA, inmunoldgica o inmunohistoquimica) de TGF-o con parametros histoldgicos
resultados coincidentes con los del presente estudio (tabla XV} y confirmados por
estudio recientes |193]. Unicamente detectamos una asociacidén significativa (p<0,05)
entre TGF-au y el estado menopausico de forma que el grupo de tumores gue expresan
TGF-a pertenecen mayoritariamente a mujeres premenopaisicas mientras que el 87,5%
de los tumores con TGF-o indetectable son de pacientes postmenopatsicas. Pedria
asociarse la expresion elevada de TGF-o, con una mayor agresividad tumeoral pero los
datos no son suficientemente concluyentes.

FlI TGF-o. ejerce sus acciones biolégicas mediante la unién al receptor de EGF
induciendo su fosforilacion y desencadenando una sefial mitogénica. Se han descrito
sistemas fundamentalmente de lineas celulares en los gue se postula la existencia de
un mecanismo de regulacién autocrino responsable, en parte, de la transicién a un
fenotipo de independencia hormonal. También hay autores que han visto en tumores
sélidos la expresion concomitante del ligando y su receptor {185, 187| mas frecuente-
mente en carcinomas hormono-independientes sugiriendo la existencia de un mecanis-
mo autocrino que regule el crecimiento de estos tumores.

En nuestro estudic, segin los resultados recogidos en la tabla XV, de los 12
tumores que expresan TGF-o, 10 no tienen receptores de EGF y de éstos, 9 son ER+.
Estos datos sugieren que estos tumores ER+ que no expresan EGFR, producen mayores
cantidades de TGF-a que regulan de forma negativa el nimerc de receptores expresa-
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dos en estas células |188|. Cuando esta expresion del factor de crecimiento se hace
auténoma, este grupo de tumores podria representar la situacion de pacientes con
tumores ER+ que no responden a la terapia endocrina | 181, 190, 194, 195]. Estos datos
no avalan la hipdtesis de la accién directa de los factores de crecimiento transforman-

tes como moduladores autocrinos.

E! estudio del TGF-B es todavia mas complejo debido a la naturaleza multifun-
cional de este factor y a la existencia de mecanismos de regulacidn adicionales con res-
pecte a otros factores de crecimiento. La expresion y actividad del TGF-B estdn contro-
ladas por la regulacion de su transcripcidn y por regulacidn a nivel de activacién |80] El
TGF-B se secreta por las células en una forma latente, inactiva, incapaz de interaccionar
con los receptores ceiulares y es precisamente la activacién de esta forma latente el
principal sitio de regulacion de la accidn de este factor [196].

El proceso de activacion in vitro implica el tratamiento de a forma inactiva con
agentes que modiquen (a estructura terciaria del complejo, en este estudio la activa-
cidn se consigue por acidificacion.

Practicamente todos los trabajos publicados sobre el estudio de este factor de
crecimiento en tumores solidos se han realizado a nivel de expresidon de su mRNA o por
estudios inmunchistoquimicos. La presencia de mRNA no implica necesariamente pro-
duccion de proteina secretada, tanto en forma latente como activa {197( v, por otro
lade, la distribucion inmunohistoldgica de una forma particular de TGF-8 no siempre se
corresponde con la distribucion de su mRNA debido a que la proteina se puede acumu-
lar v difundir lejos de los sitios de sintesis, a regulacion traduccicnal o a reactividad
cruzada con otras formas de TGF-f§ |80]. Los inmunoensayos son mds especificos que
los ensayos de receptores y permiten diferenciar la expresion de las distintas isoformas,
pero estos ensayos no son sensibles a la forma latente probablemente porque la cade-
na amino-terminal del precursor enmascara el epitopo presente en la forma madura
reconocido por el anticuerpo.

Para este estudio desarrollamos un radioinmunoensayo especifico para la iso-
forma TGF-B1 con el objetivo de detectar expresidn de este factor en el citosol de las
muestras tumorales. Para validarlo utilizamos como control positivo el medio condicio-
nado de la linea celular A549 que secreta cantidades altas de TGF-B1. No fue posible
detectar actividad en ninguna de las muestras analizadas probablemente debido a la
baja concentracidn de este factor en el citosol o incluso a algin problema en el meca-
nismo de activacion. Los resultados de expresion a nivel de mRNA para este gen son
concluyentes, al menos, de la produccién de este [actor por las células aunque no

pueda afirmarse nada acerca de su actividad biolégica.
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Con estas premisas, detectamos expresién de TGF-B1 en un 69% de las muestras
estudiadas, estos niveles elevados estan descritos por otros autores [ 185, 187, 198] asi
como la ausencia de correlacion con el contenido de receptores y otros parametros his-
tologicos.

La hibridacién del RNA celular total extraido de las muestras tumorales con la
sonda especifica para TGF-B1 revela la existencia de una banda especifica de 2,5 kb,
ampliamente descrita por otros autores, y , en algunos tumores, de una banda ancha de
0,6 kb que interpretamos como una circunstancia especifica de este gen compatibie con
una degradacion mas rapida de este mRNA en relacién a otros RNAs celulares. Esta
banda no parece ser producto de degradacion inespecifica del RNA si se compara la
autoradiografia con Ia tincion del gel con bromuro de etidio. Ademas, el hecho de que
las membrana se hayan rehibridade con distintas sondas y esta banda sdlo se haya
detectado para este gen parece indicar que es especifica de TGF-B y no un artefacto
metodoldgico. Consideramos positivas todas las muestras que expresan alguna de las
dos bandas o ambas.

En las muestras estudiadas existe una asociacion significativa entre la expresidn
de TGF-Bl v el estado menopalsice de las pacientes (tabla XIX) ya que el 85% de los
rumores con expresion de este gen corresponden a mujeres postmenopalsicas
{p=0,05). Estos resultados difieren de los encontrados por Thompson vy col. |99 consis-
tentes con una correlacion positiva entre la expresion de TGF-Bl v los tumores de
pacientes premenopausicas.

Tampoco existe, en nuestro estudio, una tendencia definida en cuanto a la

expresion de ambos factores de crecimiento (tabla XVII).

Se ha hecho referencia al receptor de EGF en términos de su interaccién con ¢ho
de su Jigando, el TGF-a, como posible mecanismo de regulacion del crecimiento y pro-
gresion del cancer de mama, pero este factor tiene importancia por s{ mismo debido a
estudios que demuestran su existencia en tumores primarios y metdstasis y asocian un
aumento de su expresién con un cancer mas agresivo v hormono-independiente |51,
199-201].

Se ha descrito una correlacién inversa entre el contenido de EGFR y de recepto-
res hormonales |202-205| pero hasta el momento estd establecido e! valor prondstico y
verdadera implicacion clinica de este factor..

Los resultados, ademas, son dispares por el empleo de distintos métodos para
la determinacién del nimero de receptores como ensayos de unién del ligando, inmu-
nohistoquimica, ensayos inmunoenzimaticos, determinacién de los transcritos de

EGFR o cuantificacidn de la actividad tirosin-guinasa asociada al receptor |206| y tam-
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poco hay un acuerdo claro en la definicién del punto de corte que discrimine entre
tumares positivos o negativos.

En el presente estudio se han seguido las recomendaciones de fa E.O.R.T.C.
{European Organization for Research and Treatment of Cancer) para la detetrminacion a
nivel de proteina de este factor. Se ha utilizado un ensayo de unidn del ligande con EGF
marcado radiactivamente y, mediante un andlisis de Scatchard, obtenemos ¢l ndmero
de receptores en ia preparacion de membrana y el valor de la constante de disociacidn
que caracteriza la unién ligango-receptor. El ensayo no presenta interferencias con la
posible presencia de ligandos enddgenos (TGF-ay EGF) [207].

Los resultados obtenidos se resumen en {a tabla X. El porcentaje de positividad
obtenido en esta serie de tumores es del 15,1%, menor que el habitual descrito para
esta técnica v que el que obtuvimos en un estudio anterior con otra serie de tumores
[204]|. Sin embargo, en una revision de 40 grupos de investigacion con un total de 5232
pacientes analizados |206], el rango de positividad de los diferentes estudios es del 14-
91%, lo que supone una gran heterogeneidad en cuanto a resultados.

Obtenemos valores de la constante de disociacion (Kdj entre 0,24 y 1,98 nM
correspondientes a los sitios de alta afinidad.

Hemos determinado la existencia de transcritos para EGFR en las mismas mues-
tras por analisis de Northern y se detectan dos bandas de aproximadamente 11 kby 6
kb (figura 36) de acuerdo con otros autores |82, 203|. En el control positivo (linea celu-
lar MDA-MB-231) sélo aparece la banda de mayor peso molecuiar.

En nuestro estudio no encontramos asociacion entre la expresion de EGFR vy la
diferenciacion tumoral o la incidencia de metdstasis ganglionares, aspecto con resulta-
dos controvertidos [206].

Es interesante estudiar la posible relacién entre la expresion de EGFR y neu dada
la homologia estructural entre ambos y su funcionalidad como receptores con actividad
tirosin-quinasa aunque para ligandos diferentes. Es tentador postular ia posible impli-
cacion del EGFR v neu como componentes, mas que simples marcadores, de mecanis-
mos responsables de progresidn tumoral 199, La union del ligando a receptores cons-
titutivamente funcionales o presentes en mayores cantidades, podria conducir, incre-
mentando la actividad tirosin-quinasa a promover la replicacién celular y el proceso de
metdstasis. Adernas se ha demostrado la fosforilacién de pl85 inducida por EGF sugi-
riendo la posible interaccion entre ambos factores

La amplificacién del gen c-erbB-2 o sobreexpresién de la proteia codificada por
él ha sido descrita en un 20-30% de los canceres primarios de mama |208] y se correla-
ciona con una mayor agresividad tumoral v peor prondstico |130}. En el estudio objete

de esta tesis el porcentaje de tumores con sobreexpresion de pl85 es del 16%. La
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mayoria de los estudios relativos a la expresidn de esta oncoproteina se han realizado
por inmunohistoquimica. La determinacién por ELISA permite detectar niveles altos de
actividad en el homogeneizado del tejido previamente a la separacién de las fracciones
citosdlicas y de membrana. Para establecer un criterio acerca de los niveles equivalen-
tes a sobreexpresion, se realizd un estudio en colaboracién con el Pr. A, Pifanelly con
muestras de tejido tumoral y tejido normal determinando la expresién del oncogén neu
por analisis de Norhern, Southern vy ELISA. Se ha llegado asi a considerar el valor de
150 fmol/mg como punto de corte indicativo de sobreexpresion del producto codificado
por el oncogén.

En este estudio existe una tendencia, que en el caso del receptor de progesterc-
na, tiene significacion estadistica a que el grupo de tumores que sobreexpresan pl85
SON €N un mayor porcentaje negativos para los receptores hormonales, sugiriendo la
implicacion de la oncoproteina en el escape del control estrogénico.

Ademas de detecta una cierta asociacion de la sobreespresion de pl85 con la
invasividad de los rumores, grado de diferenciacién y metastasis linfoganglionares
(tabla XX} confirmandce la implicacion de este factor en la agresividad tumoral.

No es posible, sin embargo, establecer alguna relaciéon entre la expresién de
ambos receptores tirosin-quinasa ya que en ninguna de las muestras estudiadas encon-
tramos expresion simultanea de ambos descartando, en principio, la existencia de

acciones mediadas por ambos.
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1 .- Se caracteriza la expresidn de receptores hormonales esteroideos, factores de creci-
miento transformantes, receptor de EGF y oncogén neu de forma simultédnea en biop-
sias de cancer de mama como sistema experimental. La tipificacién de las muestras
tumorales con parametros histoldgicos proporciona criterios valorables de progresion

tumorat con los que correlacionar la expresion de los genes implicados.

2.- Se confirma que la transicién a un fenotipo hormono-independiente, definido por la
ausencia de receptores hormonales, se caracteriza por una pérdida de diferenciacion.
Esto sugiere que el contenido celular de receptores de estréogenos y progesterona

podria representar un aspecto bioquimico de la diferenciacion celular,

3.- La pérdida de sensibilidad hormonal no esta mediada por la expresidn constitutiva
de factores de crecimiento transformantes. No existe correlacion entre el contenido de

receptores de estrogenos y progesterona y la expresion de estos factores.

4 - Se detecta expresion de TGF-oten un 32,4% de las muestras y expresiéon de TGF-B en
un 69%. Ambos factores no estdan implicados en la diferenciacion y progresién tumoral

ya que sus niveles de expresion no se correlacionan con pardmetros histoldgicos.

5.- Se obtiene una correlacién inversa entre el contenido de ER vy el receptor de EGF
(EGFR) lo que confirma la asociacion, descrita por numerosos autores, entre la expre-
sidn elevada de EGFR y el potencial metastasico y peor prondstico en cancer de mama.
Sin embargo, en este estudio, nc hemos encontrado una clara asociacidon entre la
expresion del receptor tirosin-guinasa y la diferenciacién tumoral o presencia de

metdstasis ganglionares.

6.- En este estudio no existe relacion entre la expresion de TGF-ou y su receptor, EGFR,
descartando la hipdtesis de un mecanismo de regulacidn autocrino. Los resultados

sugieren una posible regulacidén negativa del receptor mediada por TGF-q.

7.- Se detecta sobreexpresién de la proteina pl85 <32 en un 6% de las muestras
estudiadas y esta relacionada con la pérdida de sensibilidad hormonal mediada, funda-
mentalmente, por el receptor de progesterona. El grupo de tumores que schreexpresan
p185 muestran una tendencia a ser invasivos, mds indiferenciados v a metastatizar &

ganglios atribuyéndoles un peor prondstico.
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En resumen, el presente estudio demuestra la asociacion entre los recepto-
res hormonales y la diferenciacion tumoral. La pérdida de sensibilidad hormonal y
transicién hacia un estado de crecimiento autonomo no esta mediada por la
expresion constitutiva de factores de crecimiento autocrinos pero parece estar
relacionada con la sobreexpresion de los productos codificados por oncogenes

con actividad tirosin-quinasa.
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