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LISTA DE ABREVIATURAS

EGF— Factor de crecimiento epidermico (Epidermal Growth
Factor)

FGF—- Factor de crecimiento fibroblastico (fibroblast growth
factor)

I6GF~ Factor de crecimiento semejante a insulina (Insulin
like growth factor)

PDGF- Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet
derived growth factor)

T6F— Factor de transformacion (Transforming Growth Factor)
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A. RESUMEN

Los factores de transformacion (TGF, transforming growth
factors) son proteinas que realizan diversas funciones en la
regulacidn del crecimiento y diferenciacion celulares. En
este trabajo se estudid la presencia de estos factores en
hiperplasias mamarias benignas y tejidos mamarios normales ,
mediante la determinacion de la actividad transformante de
sus extractos sobre fibroblastos normales (NREK 49~+)
crecidos en agar blando con y sin factor de crecimiento
epidérmico y su relacién con el cuadro histopatoldgico. Los
resul tados muestran que los fibroadenomas contienen mayor
actividad transformante que los tejidos normales, no asi
tejidos con mastopatia fibroquistica que pueden tener
niveles muy variables. Asi mismo se encontrd una correlacidn
signifticativa de los niveles de celularidad mesenquimatosa vy
epitelial con 1la actividad ¢ransformante, sugiriendo 1la
participacidn de estos factores en el desarrollo de estos
tipos celulares. S5z abservd uwuna interaccidn positiva entre
epitelio y estroma en cuanto a la intensidad de la actividad
transformante presente en el tejido. Aungue no se puede
definir con certeza la naturaleza de la participacidn de los
factores de transformacidn, los datos son congruentes con
una estimulacion del mesenquima perao plantea una
interrogante acerca de la falta de inhibicién del epitelio,
que coexiste y correlaciona con cantidades altas de

actividad transformante.
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B. INTRODUCCION

Los tumores mamarios ocupan un lugar primario en el campo
de la salud por su alta morbilidad y mortalidad. EL estudio
de sus mecanismaos fisiopatolégicos se ha intensificado en
los dltimos akos, tratandose de reunir la mayor cantidad de
informacidn posible que conlleve a una comprensidn integral
del problema y por ende a elevar la posibilidad de encontrar
nuevas herramientas de diagnostico, pronostico N4
tratamiento. Uno de los temas mas estudiados al respecto, es
el papel que Juegan los factores de crecimiento
polipeptidicos en el desarrollo de estas entidades
fisiopatoldgicas. El1 presente estudio se ubica dentro de
este tema, particularmente en el estudio de los factores de
transformacidon en las hiperplasias benignas mamarias .

Los +Factores de transformacidén son una familia de
polipéptidos que tienen 1la capacidad de hacer crecer
fibroblastos normales en agar "blando, sin que tengan que
estar éstos anclados a un sustrato, propiedad caracteristica
de cé#lulas transformadas (3Z).

Se han descrito dos formas diferentes de estos
factores(Z8):
1.Factor de transformaciton alfa: Ejerce su accion a través
del receptor del factor de crecimiento epidérmico, guardando
de hecho una homologia de secuencia con este factor. E1 peso

de la forma madura es de 6000 daltons(12).
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Es un mitdgeno importante ae calulas epiteliales v
mesenquimatosas. BSe 1le ha encontrado principalmente en
tejidos neopldasicos y embrionarios (11).

2.Factor de transformacidn beta: Ejerce su accidn a traveés
de su propio receptor Yy no guarda semejanza con el factor
alfa. Su peso es de 25000 daltons y se han descrito varios
subtipos (18B). Su accidn es multifuncional: mitdgeno para
algunos tipos de ce£lulas mesenquimatosas, inhibidor para
celulas de tipo epitelial; promotor de la diferenciacidn
para algunos tipos celulares e inhibidor para otros;
promotor potente de 1a formacion de matriz extracelular
(Z2). Esta presente en casi todos los tejidos normales. Se
encuentra gran cantidad de este factor en las plaquetas
(175 .

En tejido wmamario se ha encontrado ambos tipos de
tactores, aunque el tipo alfa principalemte en carcinoma
(15). Su accidn no se conoce con certeza aunque algunos
estudios 1in vitro muestran que celulas transformadas
provenientes de tumores mamarios son capaces de secretar vy
responder, a estos Ffactores en forma autdcrina. En el caso
del factor alfa la secrecion es estimulada por estrogenos vy
ejerce un efecto estimulatorio sobre la proliferacion de
éstas células (&5). Sucede 1o contrario con el beta, que
ejerce una accion inhibitoria sobre la proliferacion y que
disminuye sus | niveles activos en presencia de

estrogenos (&6b4) .
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Los tumores mamarios tanto benignos como malignos, tienen
una gran diversidad de cuadros histoldgicos. En estos se
puede observar una mayor o menor cantidad de tejido
mesenqguimatoso acomparando a las células epiteliales. Es de
gran importancia 1la interaccién bilateral tumor—-estroma en
el crecimiento de un tumor y en la facilidad con que este
puede invadir tejidos o metastatizar (&67). EIl mismo tumor
puede tener influencia sobre el estroma. Se ha descrito en
varios estudios la influencia crucial que ejerce el estroma
para e1 crecimiento del epitelio mamario: al parecer el
efecto estimulatorio de los estrégenos es mediado por
fibroblastos y muy probablemente por factores de crecimiento
secretados al medio (43%,44) . En ausencia de fibroblastos
los estrégenos no estimulan el crecimiento epitelial. Esta
influencia es bilateral ya que =21 mismo epitelio estimula a

los fibroblastos en presencia de estrdgenos{44).

Pensamos que los factores de transformacidn pueden estar
regulando la formacidn del estroma mamario , apovandonos en
el hecho de que estimulan 1la formacidn de matriz
extracelular (34,33) vy regulan el crecimiento de tejido
mesenquimatoso (31). Las hiperplasias mamarias benignas
resaltan por su gran variabilidad en la cantidad de estroma
y epitelic que presentan y sugieren ser un modelo
interesante para estudiar el papel de los factores de
transformacidn in vivo.

En este trabajo se ha estudiado la actividad

transformante existente en diversos tipos de hiperplasias



mamarias benignas y se ha buscado alguna relacidn con su
cuadro histopatoldgico, particularmente con la cantidad de
estroma y epitelioc presentes. Ya que los factores ejercen
una influencia importante sobre la matriz extracelular se ha
buscado tambien wna relacidn de éstos con la cantidad de
glicosaminoglicanos presentes en los tejidos, pues son
moléculas que ven aumentada su sintesis en presencia de leos
factares de transformacion (34) y se encuentran presentes en
las hiperplasias mamarias, particularmente en los

fibroadenomas (87}).
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C.1 Factores polipeptidicos de crecimiento .-

La interaccidn vy comunicacidn entre las ceélulas son
requisitos esenciales para el funcionamiento integral de un
organismo multicelular durante su desarrollo y vida madura.
La regulacion del crecimiento y diferenciacidn celulares
dependen en gran medida de estas interacciones. Uno de los
mecanismos mas importantes que se utilizan para lograr esta
comunicacidn es la secrecidn de diversos factores - La
naturaleza quimica de estos factores es variada, pero existe
un grupo de proteinas que parece ser responsable en gran
parte de 1la regulacion del crecimiento y diferenciacidn
celulares. Estas han sido denominadas factores
polipeptidicos de crecimiento. Mas de 20 tipos diferentes de

estos factores se han caracterizados e incluso clonados (1)

Los factores polipeptidicos de crecimienfto ejercen su
influencia sobre la célula a través de un receptor de
membrana de naturaleza glico-proteica enviando un mensaje al
interior de la cé#lula por diversos mecanismos. Dichos
mensajes inciden sobre el crecimiento celular ya sea
estimulando o inhibiendo .Algunos de los principales

factores de crecimiento se describen en la tabla 1 (2).



Tabla 1.-CARACTERISTICAS DE VARIDS FACTORES DE CRECIMIENTOS

FACTOR

Insulina

IGF-1 (Insulin—-like growth factor)
IGF-2

FGF (Fibroblast growth factor)

NGF (Nerve Growth Factor)

EGF (Epidermal Growth Factor}

FDGF (FPlatelet Derived Growth
Factor)

TGF alfa (Transforming growth
tactor)

TGF beta

FUENTE

pancreas
plasma
plasma
pituiltaria
bovina

glandula
submaxilar

Glandula
submaxilar,
orina humana

Flaquetas

células
transformadas
embridn
tejidos nor-—
males, plaque-—
tas,placenta

BLANCO

general
general
general
fibroblastos
mioblastas
masculo liso
condrocitos
glia
endotelio
Ganglios

del S.M.
simpatico vy

neuronas sen—

sitivas
epidermis,
epiteliales
diversas,
endotelio,
condrocitos,
fibroblastos,
glia
+ibroblastos
misculo liso
arterial,
glia
epitelio,
mesenquima

general

FPESO MOLECULAR

&£000
7650
7500
14000

&000

2400031000

&£000



C.2 Factores de transformacidn.-—-

Un grupo especial de este tipo de factores de
crecimientao, los factores de transformacidn (TGF,
transforming growth factors) fueron encontrados inicialmente
en el medio condicionado por crecimiento de fibroblastos
transformados con virus del sarcoma murino tipo Moloney, por
Todaro y su grupo en el ahno de 19278(3j.

Debidg a que las células tenian los receptores necesarios
para responder a los factores de transformacidn que ellas
mismas producian , S acurd un nuevo término para este
fendmeno autoestimulatorio: secrecidn autdcrina. Implicaba
un mecanismo de transformaciéon celular muy claro: Células
que no necesitaban de factores externos para crecer, va que
ellas mismas producian los factores necesarios . Ademids se
encontrd que los TGF eran capaces de inducir en cierto tipo
de células normales ( fibroblastos de rifion de rata noraal,
NRK? un fenotipo de célula transformada (de ahi su nombre
original)l.

Las caracteristicas transformantes que los TGEF  inducen
son: i) 21 crecimiento independiente de anclaje , ii) el
crecimiento de células a densidades de poblacidn mucho
mayores a las que alcanzarian en condiciones normales y iii)
el crecimiento celular en policapas. Esta transformacion es
reversible: basta retirar del medio de cultiveo estos
factores para que la célula vuelva a la normalidad. Los

medios condicionados de otras lineas



celulares humanas transformadas confirmaron la amplia

presencia de estos factores(4).

Se les encontrd en varios tejidos siendo gran parte de

ellos de tipo neoplasico maligno (533 tambien s2
identificaron en el medio condicionado de celulas
transformadas quimicamente (6) y se inicid su purificacidn

(7).

Desde entonces se ha continuado una intensa labor de
investigacidn sobre este tema tratando de caracterizar a
estos factores, de encontrar sus tejidas de origen y de
descubrir sus acciones +isioldgicas u oncogénicas. Asi
mismo, se ha seguido estudiando el mecanismo de
estimulacion autocrina en otros sistemas, encontrandose cada
vez mas datos que apoyvan su existencia (8).

Mas adelante se encontrd que esta actividad transformante
estaba compuesta de dos principios aparentemente diferentes:
aquellos factores que competian por el receptor del EGF (
factor de crecimiento epidérmico ,epidermal growth factor,)
y aguellos que no competian(?). Los primeros +{ueron

denominadas alfa y los segundos beta.

llIna de las +técnicas principales para diagnosticar 1la
presencia de esto factores es la determinacidn de 1a
ACTIVIDAD TRANSFORMANTE presente en el ‘tejido o medio
condicionado estudiados, probando su capacidad de hacer
crecer fibroblastos rnormales de rifdén de rata (NRK-4%F) en

agar blando(3). Estas células normalmente no crecen en este



medioc, ya que no tienen donde adherirse. Al agregar medio
can factores de transformacidn, se promusve 1 crecimiento
de los fibrobalstos en colonias gque llegan a poblarse hasta
con varias decenas de células a la semana de iniciado el
cultivao. El1 TGBF alfa se comaporta como un requisito
permisivo para que TGF beta ejerza uwna accidn dosis
dependiente : la concentracidon del factor esta relacionada
con el namero de colonias formadas{(19) . Sin factor alfa ,

el factor beta no actua.

C.2.1 TGF al+fa.-

Este grupo de factores presentan pesos moleculares que
van de & a 34 kD(11) . E1 TGF alfa maduro de origen murino
esta compuesto por 50 aminacidos proveniente de un precursor
de 160 aminoacidos traducido de uana RNA mensajero de 4,5 a
4.8 kB (12). Ya que solo ha sido encontrado un gén que
cadifica para este grupo de factores, o5 posible que todas
las wvariaciones reportadas en 1la 1literatura (11) sean
debidas al tipo de corte proteolitico a que sea sometido el
precursor, a la formacidn de dimeros u oligomeros, o bien a
la agregacitn de la faorma madura a otras proteinas.

El precursor tiene una regidn hidrofdbica que le permite
insertarse en la membrana plasmdatica v poyectar el segmento
activo hacia el exterior (Fig 1). El precursor puede liberar
el segmento active para producir TGF alfa libre o bien
permanecer en la membrana y ya que por si mismo tiene
actividad, puede ejercer su funcidn en la medida que

contacte directamente otras células (11).
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Fig.1.— El precursor de TGF alfa se inserta en la membrana
plasmatica. La proteina madura es liberada por proteolisis
(linea gruesal.

~ TGF beta
{ secrecidn de
colagena proteasas
fibronectina
genes de colagena y otras proteinas I@
y fibronectina de HME
® serina-tiol y
TG6F beta —» transcripcion metaloproteinasc
©
aminoacidos TGF beta 4@ la
pequeros peptidos secrecion de
inhibidores de
ptroteasas (TIMF,FA)
Fig.2

ACCION DE TGF BETA SOBRE LA MATRIZI EXTRACELULAR (ME)



El TGF alfa humano tiene una homologia con EGF en 21 de
sus S0 aminoacidos, compartiendo todas las cisteinas. El1 TGF
alfa murino tiene en comin con EBGF solo 17 de 1los 50
aminoacidos. E1 TGBF alfa ha sido encontrado con mayor
frecuencia en celulas transformadas principalmente
provenientes de tumores sélidos carcinomatosos y
neuroectodéarmicos {(resalta su ausencia en neoplasias de
origen hematopoyética) y en tejidos embrionarios.

Al parecer TBF alfa ejerce su accion a traveés del
receptor de EGF uniendose a este con la misma afinidad que
el mismo EBGF, aunque necesita de un intervalo de pH mas
restringido que EGF para unirsa. Sin embargo su
potencialidad en diversas acciones es diferente a la de EGF,
por ejemplo TGF alfa es mas potente que EGF en la promocidn
del crecimiento epidérmico, en 1la liberacidn de Ca++ en
huaso (100X), en la proliferacidn de osteoclastos (10-100X)
y en la angiogénesis. 9# sospecha que pueda jugar un papel
muy importante en la patologia tumoral, indepedientemente de
sus efectos mitogénicos, como en la resorcitn de hueso que
se ve en tumores avanzados o en la angiog#nesis , punto

primario para el desarrollo de un tumor (11),

C.2.2.T6F beta.-

T6F beta es un homodimero de 235 kd que es producido por una
gran variedad de células normales (10,13) Yy
neoplasicas{(14,15). Se encuentra en concentraciones
relativamente altas en placenta(lé) plaquetas(17} (hasta 100

veces mas que en otros tejidos) y en hueso(if) y lo cual



sugiere que tenga una funcidn primordial en la cicatrizacieon
y la remodelacidn dsea. Actualmente se han identificado dos
formas moleculares de TGF beta que han sido denominadas TGF
beta—-1 y TGF beta-2. TGF beta—1 humano y porcino estan
compuestos de dos cadenas ideéenticas de 12500 daltons. Cada
monémero es sintetizado como un segmento de 112 aminoacidos
que conforma la parte COOH-terminal de un precursor de 391
aminodcidos (192,20). Su geéen ha sido secuenciado y clonado
(21). Dchenta de los 112 aminodcidos de TGF beta-2 son
idénticos a TGF beta—1 conservando sus 9 cisteinas. En el
precursor solo comparten 3IZ % de los residuos.

£Es mas abundante el TGF beta—-1 (mads del BOXL en los
diversos tejidos).En la mayor parte de los ensayos, las dos
tormas de TGBF beta son indistinguibles en el aspecto
funcional aunque presentan diferente afinidad por diversos
receptores.

Han sido detectados tres tipos de receptores de membrana
estructuralmente diferentes. El tipo I es una glicoproteina
de &5 kD yv se halla en la mayor parte de las ceélulas (22).
El tipo 1II tiens un peso molecular de 95 kD (humanas vy
primates) u 85 kd (otros mamiferosy{(2Z). E1 tipo III
consiste en una subunidad de 280-330 kD ascociado a una
proteina de S&60-600 kD (24). Este udltimo receptor muestra
una gran afinidad por TGF beta 1 y 2 , mientras que 21 tipo
I yv II muestran una afinidad 10 veces mayor por T6F beta-—1

(25). Estos receptores a diferencia de los de EGF, no sufren
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degradécién al unirse al ligando (down regulation) (22).Los
mecanismos de transduccion de la sefal generada por estos
receptores se desconoce. Los receptores de TGF beta se han
encontrado ampliamente distribuidos en las diversas células
del organismo: fibroblasts, ceélulas epiteliales,
endotelilales, mesoteliales y del sistema hematopoyético
(22).

Los TGF beta pertenecen a una familia de péptidos
Pelacipnados estructuralmente v de acuerdo a una homologia
en Su secusncia genética (tabla 2).Comparaciones
filogenéticas con las secuencias de estos factores muestran
un alto grado de conservacitdn. Sus funciones son distintas y

actuan a traves de receptores diferentes(Z6).

La respuesta bioldgica a TGF beta depende del tipo de
célula y es extremadamente compleja(27). En fibroblastos vy
osteoblastos parece estimular la praliferacién mientras que
en celulas epiteliales y carcinomatosas parece inhibir(28).
Lineas celﬁlares de epitelio brongquial, hepatocitos,
epitelio mamario vy epi%elio renal son todas inhibidas por
TGF beta en dosis picomblares, revelando a este factor como
el mas potente inhibidor fisioldgico hasta el momento
conocido. (22).5us mecanismos de inhibicidn no estan adn bien
definidos, pera se sabhe que ejerce influsncia sobre la
produccion o acclion de receptores de otros factores de
crecimiento (29,30) o sobre la produccidon de los factores

mismos (31). Ciertamente sobre sus mecanismos de

14



Tabla 2.-

FAMILIA DE FACTORES POLIFEFTIDICOS RELACIONADOS A TGF BETA

FACTOR

TGF beta (1y2}

Inhibina

fictivina

MIS (Mullerian
Inhibitory
Substance)

DFFLC (gen de
Drosophilla)

VG1 (gen de
Xenopus)

FESO MOL.

25000

32000

28000

140000

FUNCION

Regulador multifuncional del crecimiento y
diferenciacion celulares.

Inhibicidn de la secrecidn de FSH por células
hipofisiarias.

Estimulacidon de la secrecidn de FSH par células
hipotisiarias

Induccidn de la regresidn del conducto Mulleriano
en embriones machos.
Establecimiento de las especificaciones dorso—

ventrales en embriones de Drosophilla

Fapel en la induccidn del mesodermo durante el
desarrollo de Xenopus.




transduccion solo se conoce que no es a través de una
proteina cinasa de tirosina (18).

En diversos casos TGF beta es un promotor de 1la
diferenciacitn, mientras que en otros es lo contrario.Por
ejemplo, pPDmuevé la diferenciacidn de celulas epiteliales
bronquiales a células escamosas, mientras que blogquea la
diferenciacidn de los linfocitos B hacia un estadeo activo de

secrecion de inmunoglobulinas (32).

Tiene una papel muy importante en la Fformacidn de la
matriz extracelular. Se ha visto que es un estimulador muy
potente de la produccidn y secreciton de colagena(27) ,
fibronectina (33) y proteoglicanos(34) . Esta tendencia
trofica se refuerza por otras acciones de TGF beta comao la
inhibicién de la produccion de colagenasas y otras
proteasas, asi como la estimulacién de la produccion de
inhibidores de proteasas (35,38) (fig 2). Este tipo de
acciones son de gran relevancia en los problemas de
inflamacidn y reparacion tisulares en respussta a una
lesiédn. E1  factor tiende a unirse a 1la Ffibronectina ,
acumulandose en el medioc y conservando su actividad por un
mayor tiempo(Z7). La estimulacion de 1la sintesis de
glicosaminoglicanos ha sido encontrada principalmente en
lineas celulares de fibroblastos, en donde resalta la accidn
especifica de TGF beta, pues ningun otro factor es capaz de
estimular la sintesis de estas moléculas (Z43. Sut
importancia tambien se refleja en el papel que Jjuega 1la

matriz extracelular en el desarrollo embrionario (18).
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En la tabla 3 s2 muestran los efectos de TGF beta sobre
la expresion genética celular.

Foca informacion se tiene acerca de la accidn de estos
factores in vivo. La administracion local de TG6F beta
promueve la veloridad de reparaciédn tisular en heridas,
promoviendo la migracidn de monocitos, fibroblastos y la

formacidn de colagena(38).

C.3.Glandula mamaria.-—

C.3.1.Algunos puntos importantes.-— La glandula mamaria es
una glandula sudoripara modificada que se desarrolla ea una
estructura funcional compleja. Es comin considerar a 1la
glandula mamaria como  un arbal de multiples ramas
constituidas por células epiteliales que termina en pequefios
racimos denominados lobulillos(3%?). El1 tejido mesenguimatoso
que qﬁeda entre los conductos y leobulillos epiteliales se
denomina estroma mamario (fig 3).

LLa glandula se desarrolla principalments despues de
iniciados los ciclos menstruales, estando 1ligado su
crecimiento a los niveles de ssirogenos y progesterona. Los
estrogenos estan relacionados con el crecimiento de los
conductos mientras que la progesterona con el crecimiento de
los lobulillos{(40y. En ausencia de estas hormonas, la
glandula mamaria no se desarrolla y rara vez presenta
patologia, como seria el caso de 1la glandula mamaria
masculina. Otras hormonas de importancia son la prolactina,
sin la cuwal las hormonas ovaricas no tienen efecto sobre la

glandula mamaria, y la hormona del crecimienta, cuya
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Tabla 3.-
EFECTDS DE TGF BETA SOBRE LA EXFPRESION GENETICA

CELULAS FIBROBLASTICAS CELULAS EFITELIALES
Expresion aumentada:s

c—-sis c—sis
c—+Fos b-actina
c—myc receptor EGF
KC u—FA
JE FAI-1
b—actina T6F—beta

g—actina
procolagena 1
fibronectina

PAI-1
TGFbeta

Expresion disminuidas
Transina c—mycC
u—PA KEC

No expresado
JE

Sin Efecto
c—Ffos
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presencia permite el desarrollo completa de 1la glandula
(41).

El mecanismo por el cual los estrdédgenos estimulan a las
glandulas mamarias en su crecimiento no se conoce muy bien.
Aparentemente ejercen un efecto a nivel local a traveées de un
receptor propio que transloca al nucleo y se une a 1la
cromatina cuando es activado por la hormona(40). También son
importantes los efectos de los estrdgenos en otras  organos,
por ejemplo, la hipofisis, en donde induce la produccion de
prolactina, necesaria tambien para el desarrollo mamario. EI
epitelio en los seres humanos adultos, es el unico tipo
celular que porta receptores de estrdgenos a diferencia del
estroma que no los contiene: solo un & 4 del de las células
epiteliales tiene receptores de estridgenos detectables (42).
Uno de 1los productos que es consecuencia directa de la
estimulacidn por estrdgenos es el receptor de
progestérona(401.

La proliferacidn por estimulacion por estrogenos no
parece ser un efecto directo , pues ceélulas epiteliales
normales cultivadas in vitro no han mostrado ser estimuladas
pot estroagenos solos o en combinacidn de
progestagenos(43).La interaccion del epitelio con el estroma
es importante para proliferar en respuesta a estrogenos
(44). De esta forma  ha sido sugerido que los efectos de
los estréagenos sobre la glandula mamaria son mediados por
diversos factores polipeptidicos de crecimiento o algun otro

mecanismo de comunicacion
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epitelio-estroma (45,46). 5in embargo se acepta que los
estrogenos tiene uwna accidn local, como se evidencia en
algunos estudios (47,48 en donde se demuestra que un
implante de estrogenos vecinu a una glandula mamaria de
raton estimula las gemas epiteliales terminales cercanas, no
asi las lejanas o de otras glandulas en el mismo individuo

(47) . 0curre un Ffendmeno semejante en el crecimiento de
celulas tumorales mamarias a las gque se les ha puesto un
implante vecino (48).‘ En el primer estudio de células
normales (47) es interesante observar que las regiones
epiteliales que tienen un mayor nivel de proliferacidn
contienen también los niveles mas bajos de receptores para
estréagenos. Una vez mas, esto podria ser interpretado en el
sentido de que los estragenos necesitan de mediadores para
estimular a las células.

El adenocarcinoma mamario contiene receptores de estrogenos
en un &0 % de los casos(46,4%), mientras que las células
normales no muestran un marcaje significativo. Las lesiones
benignas de mama muestran variabilidad en los niveles de
receptores estrogénicos, del 11-35%4 (49,50,51,52) aunque en
estudios mas recientes usando métodos inmunohistoquimicos vy
analisis digital de imdgenes(53}, se encuenfr; que el numero
de células con receptores positivos en relacidn al total de
celulas positivas y negativas, no varia significativamente
del normal, aungue céntensa mayor cantidad de receptores

totales.
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C.32.2 Hiperplasias benignas de mama.-

Las lesicnes hiperpldsicas benignas mas comunes son las
que engloban la mastopatia fibrogquistica Y los
fibroadenomas.

La mastopatia fibroquistica reune uwuna gran variedad de
lesiones hiperplasicas que desde el punto de vista
histopatoldgico se pueden agrupar como sigue (3I9):
1.Fibrosis.— caractisrizada por un crecimieﬁto aumentado del
estroma sin ser acaompanado de crecimiento epitelial
2.Enfermedad quistica.—-S5e caracteriza por la formacion de
quistes a veces acompa®ados por hiperplasia de estroma vy
epitelio.

Z.Adenosis esclerosante.— Se caracteriza histoloagicamente
por Ffibrosis intralobulillar vy prolitferacion de pequehos
canaliculos o de laos acinos.

4.Hiperplasia epitelial.- En estos casos 1la hiperplasia
epitelial es hacia el interior de los conductos ya sea en
forma de crecimiento papilar o sdlido.

Se considera que este tipo de lesiones tiene su origen en un
desbalance hormonal, principalmente de los estrogenos en
relacidn a los progestagenos (39). FParecen tener mayor
cantidad de receptores de estrogenos aquellas lesiones que
tienen mayvor proliferacidn epitelial, aunque no es un
hallazgo constante (49), siendo 1la mayor parte de estas

lesiones negativa a receptores de estrdgencs.

El fibroadenoma s un tumor benigno en donde existe una

hiperplasia de ambos componentes epitelial y mesenguimatoso



en diverso grado. A diferencia de la mastopatia, este crece
bien circunscrito, formando ndéddulos contenidos en una
pseudocdpsula. (54,39). Su contenido de glicosaminoglicanos
puede ser muy alto y dar una apariencia mixomatosa al tejido
(7).

Se definen dos variedades: alpericanalicular.- los
conductos epiteliales crecen separados y el estroma crece
trodeandolos. blintracanalicualr.- los conductos crecen
Juntos ¥y engloban al elemento mesenguimatoso, que da la
falsa impresidn de crecer en el interior de un conducto.

Aunque no se2 conoce su etiologia, se ha propuesto que
sea resultado de una aumento de sensibilidad a estrédgenos en
una region localizada de 1la glandula. Su contenidoc de
receptores de estrédgennos es variable (55,49} aparentemente
siendo mas frecuentemente positivos los que tienen mayor
cantidad de epitelioc (49), pero sin variar la relacidn de
celulas receptor—-de—-estrégenco—positivas ai total de células
en relacidn a los tejidos normales (33). Ha sido
controvertido cual de los dos tipos celulares es el que
porta la 1lesidn inicial, aunque se ha propuesto que la
celula epitelial tien= algun defecto en la fabricacién de la
membrana basal(S&), y gque existe una lesién.bioquimica a
nivel del metabolismo de prostaglandinas v en la via de

respuesta a estas hormonas(57).
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C.4 La glandula mamaria y los factores de transformacion.-—
Dentro del tema de este proyecto , han sido varios los
trabajos que han buscado encontrar la accidn gque juegan los

TG6F en los tumores mamarlios.

TGF beta ha sido encontrado en diversas lineas
transformadas mamarias humanas(58,59), murinas (&0} Yy en
biopsias directas de tumores malignos de mama humana

(61,15).También ha sido encontrado en secrecion laciea .
{(61,62) asi como en tejidos mamarios lactantes (63). TGF
alfa tambien se ha encontrado en estos tejidos, aungue a
diferencia de TGF besta, se ha encontrado con dificultad en
las tejidos normales (44,4643 ,pero presentandose en
cantidades elevadas en tumores mamarios malignos (13).

En algunas lineas tumorales mamarias parece existir una
relacién entre los estrdgenas Y los factores de
transformacién. En estas lineas celulares se ha encontrado
que la produccidn y secrecitn de TGF alfa es estimulada por
estrédgenos y parece mediar la respuesta proliferativa en
faorma autdcrina, ya que al neutralizar el medio en el cual
se crecen estas células con anticuerpos anti-TGF alfa, se
logra suprimir la estimulacidn por estrégenos (83). En forma
consistente, los estrogenos disaminuven la produccion de TG6F
beta, que tambien actua en forma autdcrina en estas células
pero inhibiéndolas(44). El tamaxifén, inhibidor estrogénico
actua, al menos en parte, estimulando 1la secrecion de TGF
beta, que inhibe el crecimiento de estas células (446). No

todas las lineas tumorales mamarias



confirman este sistema y es poco de

estas interacciones in vivo(46).

lo que

sSe Cconoce
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D.OBJETIVOS E HIFOTESIS
—0OBJETIVOS GENERALES
Conocer cual es el papel que desempetan los TGF en
diversos tumores mamarios benignos humanos
~OBJETIVOS ESFECIFICOS
a) Determinar la actividad transformante en
tejidos mamarios normales y con patologia hiperplasica
benigna.

b)Conocer la relacidn que guarda el cuadro
histolégico de éstos tejidos con la actividad tipo TGF.

c) Conocer la relacidn gque existe entre la
cantidad de glicosaminoglicanos Y la actividad
transformante presentes en los tejidos mamarios .

HIFOTESIS:

1. El crecimiento de tejido mesenquimatoso peritumoral esta
relacionado con la actividad transformante. Se propone una
elevacidn de la actividad transtormante en cuadros que
tengan una gran cantidad de tejido mesenquimatoso .

2. Varia la secrecitn de estos factores segun el tipo de
lesidbn.

3. Las células epiteliales son inhibidas por TGBF, por lo que
se propone que una elevacion de la actividad transformante

acompana a una disminucidon del elemento epitelial .
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E.MATERIAL Y METODOS

E.1 Reactivos.— Todos los reactivos usados fueron de grado
analitico. Fepstatina, Fenil-metil-sulfonil—-floruro (FMSF),
fAc. Blucurdénico, Carbazole,Hematioxilina, eosina Y , medio
minimo de Eagle, modificado por Dulbecco (DMEM) , EGF,
Glutamina, yodonitrotetrazolio , (Sigma Chemical). Etanol,
Eter etilico, acidos acético, sulfurico y <clorhidrico,
Cloruro de Sodio, EDTA , (Baker), Suero fetal de Bovino,
Fenicilina/Esterptomicina, Bicarbonato 7.9% (Micraolab),

tripsina (Difcol, agar purificado (Merck).

E.2 Obtencidn de la muestra: Los tejidos fueron obtenidos
de pacientes sometidos a cirugia en el servicio de Oncologia
del Hospital "20 de Noviembre”, ISSSTE y en colaboracidn
directa con 21 Servicio de Fatologia del mismo hospital.

Los tumores o tejidos mamarios, son enfriados a 4°C
inmediatamente despuées de su remocidn quirdrgica . E1  tumor
8s revisado macroscopicamente y muestreado ampliaments para
estudio histopatologico. El resto es congelado a —-70°C en la
primera hora y es considerado adecuado para el estudio
después de que no hay duda en el diagnédstico

histopatolbgico.



E.3 Extraccidn etancl-dcido (&8):

Los factores de transformacidn son extraidos de los tejidos
mediante homogensizacidn en una solucidn de etanol/acido (
etanol 95% 375 ml,HC1 concentrado:7.5 ml,pepstatina,PMSF:
1.3 mg)-a razon de B ml de solucidn por cada gramo de
tejido mediants un homogeneizador de hélice coaxial
(Biohomogeneizer).El material se ajusta con agua desionizada
a un volumen final de 12 ml / gramo de tejido y se continua
la extraccidn hasta la maRrana siguiente. El extracto se
centrifuga (15 min 10000 rpm 4°C), el sobrenadante se
almacena y el sedimento s2 resuspende con la solucidan
mencionada (sin inhibidores de proteasas) a razon de 4 ml/
gramo de tejido original ajustando con agua hasta un volumen
final de & ml/gramo. S2 continua la extraccidn durante 2
horas para finalmente centrifugar y reunir los sobrenadantes
que contienen la actividad transformante. El sedimento se
guarda para estudio de glicosaminoglicanos. A la mezcla de
sobrenadantes reunidos se le ajusta el pH a 5.2 con
hidréaxido de amonio concentrado vy se le agrega 1 ml de
buffer de acetato de amonio 2M pH S5.3.por cada BS ml de
solucitdon. Entonces se agregan 4 volumenes de éter y 2
voluhenes de etanol absoluto frios y -se deja reposar la
muestra por 3I6&6—48 horas a —-20°C. El sedimento se recolecta
mediante centrifugacién (10 min 300G rpm 4°C) vy se
redisuelve en Acido acético 1M a razéon de &6 ml/gramo de
tejido original. Esta mezcla se dializa ampliamente con una

solucidn de acido acético 0.1M en membranas de acetato de



celulosa ( Spectrapor ,peso molecular de exclusidn de 3I500
daltons), previamente tratadas con EDTA O0.5M 10 min. a
temperatura de ebullicidn yv S cambios en agua desionizada,

misma temperatura . Finalmente se liofiliza la muestra y se

almacena a -70°C para ser usada en los ensayos de agar
blando.
E.4 Determinacidn de la actividad transformante (3,46%).-

Ensayo de agar blando:

En cajas de 4 pozos {(Nunc,1.86 cm diametro) se fabrica una
capa—soporte de 0.18 ml de agar purificado al 0.53% en bHEH
con 104 de suero fetal de bovino y glutamina 2 uM . Se
incluyen 3500 c¢células indicadoras ( NRK 4%9-F, cortesia
Dr.J.Massague} en 0.15 ml de agar purificado al 0.34 en
DMEM con‘loﬁ de suero fetal de bovino y glutamina 2 pym a
45°C y se colocan sobre la primera capa. Estas células se
obtienen de un cultivo semiconfluente en monocapa despegando
v disgregando las células con 1 ml de una solucidn de EDTA
imM en FBS durante 20 segundos, retirando la solucién vy
aradiendo 0.4 ml de una solucion de +tripsina 0.25% en PBS
dejando en reposo durante 12 min, recolectando las células y
diluyendo con DMEM-SFB. Las células se cuentan en cdamara de
Neubauer , tomandose la cantidad necesaria. Una vez
solidificado el agar, se anade el extracto en la cantidad
adecuada , disolviendolo previamente en una solucidn de HC1
4 oM vy 100 ‘pg/ml de albdmina bovina cristalizada,
centrifugando para remover la fraccidn insoluble Y

posteriormente Ffiltrando a través de un filtro de



nitrocelulosa (.22 ‘pm.Millipore). Los cultivos se incuban
durante 7 dias a 37 ° C en una atmosfera humidificada de
bidxido de carbono al S %, +Flujo continuo. Las cajas se
revisan constantemente para descartar contaminacidn. Al
terminar la incubacitn, se agrega a cada pozo 30 ul de una
solucion de yodo—-nitro~tetrazolio (3 mg / ml en etanol SO0%)
de jandose reposar por 48 horas a 4°C.S5e cuenta el nuamero de
colonias de mas de 10 células (6D‘Hm de diametro) por medio
del sistema de procesamiento de imagenes (71,72 programa
CONBIT (PAQUETE MORFOMETRICO II).

La actividad transformante de los extractos es medida por
eficiencia de plaqueo: namero de colonias celulares
positivas (mayores a 60‘pm) por pozo / namero de células
sembradas. Una unidad de actividad = eficiencia de plaqueo
de 1%. La actividad transformante especitica es £1 ndmero de
unidades de actividad transformante por gramo de tejido

procesado.

E.S Frocedimientos histopatoldgicos (70} .

Los tumores vy tejidos mamarios se fijan y conservan en
formalina al menos 24 horas. FPosteriormente se lavan con
agua de la llave corriente durante 2 horas y se deshidratan
progresivamente en etanol (70% 12h, 8BOZL 0.5h, 95% 0.5h X 2,
1004 0.5h X ), se clarifican en xileno ( O0.Sh X 2) v se
incluyen en parafina (1 h X 3). Los cortes se tifen

mediante la técnica de hematoxilina eosina de Mayer:
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1.S2 remueve la parafina del tejido con xileno, rehidratando

con etanol progresivamente mas diluido.

2

.52 coloca en la solucidén de Mayer por 20 minutos(

B3

Hematoxilina 1g, Agua 1000 ml, Yodato de Sodio 0.2g, Sulfato
de aluminio y amonio 50 g, Acido citrico 1g)}

3.5e lava con agua corriente durante 20 minutos.

4.5e coloca en una solucidn de eosina (eosina 1g, agua
1G0ml, alcohol 954 360ml} durante 30 segundos y se lava con
agua.

5.52 deshidrata progresivamente el tejido yv se monta con

resina.

E.b Mediciones morfométricas : Se mide la celularidad
epitelial y mesenquimatosa y la proporcidn de areas de los
diversos tipos celulares, todo esto por el sistema de
procesamiento y analisis de imagenes(71,72),programa DENAREA
del FPARQUETE MORFOMETRICO II.

Cada seccidn se analiza sistematicamente para el cdlculo de
la proporcitn de area epitelial y conteo de nucleos en

estroma. Los objetos de interes se segmentan del resto de la

imagen Yy se modifican interactivamente cuando resulta
necesario.
E.7 Medicidon de acido glucurdnico por la técnica de

carbazole(73):

10 a 20 mg del precipitado etanol acido de los tejidos
mamarios se lavan con acetona, se centrifugan a 5000 RFM 10O

min, desechando el sobrenadante y deshidratando el



sedimento a 45° C durante 30 min. Se resuspende en 1 ml
solucion salina ©.85 4 (p/v). Se agregan 5 ml de una
soluciédn de tetraborato de sodio ( O.25 M en acido sulfdarico
concentrado) mezclando bién y calentando a temperatura de
ebulliciédn en bako Maria durante 10 min. Se enfria la mezcla
y se agregan 0.2 ml de una solucidn de carbazole {( 0.125%Z en
etanol) calentado a temperatura de ebullicidn durante 15
min. Se deja enfriar y se lee a 530 nm. Permanece estable 16
h. La curva de calibracién s2 realiza con cantidades

conocidas de acido glucurdnico en solucidn salina (0.02-0.2

uMj .

E.8B Sistema de Frocesamiento de imagenes{(71,72).-

El sistema consta de una camara Vidicon acoplada
directamente al microscopio conectada a wuna computadora
Apple II+ a traveés de una interfase digitalizadora
(Imageworks II,Redshift Inc., Mountainview,CA) que genera
imagenes de 254&6X256 pixels , 256 tonalidades de gris (fig
4.). El paquete de programas wutilizado para analisis de
imagenes fue elaborado en el laboratorio e incluye las
siguientes funciones :
i.Captura de 1la imagen
2.Procesamiento de la imagen
—Sustraccidon de i1imagen de fondo (Background): Genera una
imagen de baja frecuencia identificada como fondo para ser
restada de la imagen de interés, con el objeto de eliminar
las irregularidades de sombreado creada por alguno de los

elementos de transmisidn de la imagen.
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—-Segmentacidn.— consiste en eliminar un rango de valaores
tonales de la imagen para separar los objetos de interés del
resto de la imagen.

—Corte de la imagen(Rasural). Corta los bordes de la imagen
para que se analice solo lo que se ve en pantalla .

~Me joramiento de la imagen— generacidn de imagenes
negativas, amplificacion de 1la escala‘ de tonalidades para
aumentar el contraste.

—Edicidn de la imagen (pintal: generacidn de un cursor de
tama¥o modulable para borrar objetos no deseables en 1la
imagen o de rellenar con alguna tonalidad modificable alguna
region de interés.

I.Analisis de la imagen

—Calibracidn—~ se lleva a cabo mediante la medicidn de
ob jetos de dimensidén conocida.

—Tonalidad de una region (explorador, semilla ):demuestra la
tonalidad de un area especificada por un cursor o segmentada
y mide &1 area.

-Longitudes, areas (en imagenes segmentadas totales o por la
generacion de semillas con algoritmos de relleno)

—Conteo y clasificacidn de objetos independientes. Usada en
este caso para el cunteohde colonias celulares y nucleos en
el estroma. Se generan intervalos de clase para la
clasificacidn, que puede incluir una matriz unidimensional
(clasificacidn por area) o bidimensional {(area y tono).
4.0peraciones externas— guardar o recuperar imagenes de

diskette, o de datos obtenidos e imprimir la informacidédn.
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E.? Fruebas estadisticas.—- Se utilizd la t de Student y 1la

prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnof+ (8.
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F.RESULTADDS
F.1 Eficiencia y precision del sistema de procesamiento de
imagenes (71,72). La captacion de la imagen parta cierta

distorsion geometrica producida por el microscopio y la
camara principalmente. Se calculd que esta distorsién es de
3% para este sistema.

El conteo de pixels en la pantalla es exacto (04X error)
asi como el conteo de objetos y la determinacidn de su area.
Asi pues, la variabilidad existente en este sistema en
particular es debida principalmente a sus componentes
optico—electrénicos de capatacidn y el muestreo .

En el caso de 1la celularidad del estroma existe una
variabilidad mayor debido a que la segmentacidn de la imagen
es determinada por el usuario. En este caso se realizaron
conteos visuales y digitales encontrandose una variabilidad
de &6.3%.

El tiempo de medicidn de areas por imagen es de unos S
segundos mientras que el de conteo de objetos es de 20-40

segundos, dependiendo del numero de objetos por imagen.

F.2 Ensayo de agar blando con extracto de plaquetas. E1
cultive de fibroblastos en agar blando fue ensayado
probando diferentes cantidades de un extracto etaﬁol acido
de plaquetas, conocida fuente de TiGF, mediante la
metodologia indicada. Los resultados se contemplan en las

fig.9 v & , observandose la imagen caracteristica de las



Fig.8 Microfotogratia de un cultivo de fibroblastos en agar
blando estimulado con extracto de plagquetas. 52 observan las
colonias ternidas con yvodoniftrotetrazolio (310G XD
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colonias de fibroblastos tefidas con colorante y la curva

sigmpidea caracteristica de estos factores.

F.3 Muestra de tejidos

Los resultados de los estudios histopatoldgicos de las
muestras estudiadas asi como algunos puntos importantes de
las historias clinicas de los pacientes se presentan en la
tabla 4 . En 1la tabla 95 se describen 1los pesos de las
muestras que fueron procesadas, asi como la cantidad de
extracto etanol-Acido obtenido. En general se obtuvieron de
2 a 14 mg de extracto por cada gramo de téjidn procesado,
cantidad que no guardd relacidn con el tipo de tejido

procesado.

F.4 Actividad transformante en tejidos mamarios

Los extractos fueron probados en ensayos de agar blando. .
En 1l1la tabla &6 se encuentran los valores promedio de
actividad para cada uno de los tejidos estudiados.

La eficiencia de plaqueo (EF} en estos ensavyos fue
determinada en presencia y ausencia de EGF con el objetivo
de hacer una estimacidn de la actividad tipo alfa y de la
actividad tipo beta éresente en los tejidos. Mientras que la
eficiencia de plagqueo con EGF, EP{(EGF+} , nos habla
principalmente de TGF beta (58), la eficiencia de plagqueo
utilizando solo el extracto tumoral , EF(EGF-), nos habla de
la cantidad de factores tipo alfa gue ya existen en el
tejido. De esta forma EGF revela toda 1la actividad

transformante tipo beta gque contiene el tejido (10).
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TABLA 4
RELACION DE LA POBLACION DE FACIENTES Y SUS HISTDRIAS

CLINICO-FPATOLOGICAS

NO. EDaD A.GIN-OBS. P.A. DX.FATOLDGIA

a — 246 BZ2F141 &6 meses Fibroadenoma

B - 32 B3FE 1 mes Fibroadenoma

c - X7 B2F2 I meses Fibroadenoma

D - 26 GZF2 2 messs Fibroadenoma

E -¥ 31 G2FiC1 1 mes Fibroadenoma

F - 47 B&eFPSAL 1 ano Fibroadenoma

G - 1< GOFG & meses Fibroadenoma

H — iS5 GOFPO 1 afnn Fibroadenoma

I — 16 GOFG Z meses Fibroadenoma

J 37 52F2 Z mes. Fibroadenoma

K T 22 GOFO & meses Fibroadenoma

L - 36 G3IF3 1 arfno Fibroadenoma

M - 12 GOFO 2anos Mastopatia fibroquistica
N - 36 G3F3 D anos Mastopatia fibroquistica
o - 2= G2ZF2 1 aro Mastopatia fibroquistica
P - 24 G1iF1 2 meses Mastopatia fibroquistica
Q - 31 G2FZ2 & meses Mastopatia fibroquistica
T - 29 BGOGFO 2 meses Normal

* Se tomd una muestra de tejido normal advacente al tumor
(claves S—- ,R—, U-, respectivamente)

F.A.= Padecimiento actual (deteccidn de la tumoracién)
G=Bestaciones F=Fartos A=hAbortos C=Cesareas
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TABLA S

RELACION DE LA CANTIDAD DE TUMOR FROCESADA Y LA CANTIDAD DE
PRODUCTO OBTENIDO

TEJIDO TIFO FESD EXTRACTO RELACION
g mg extracto/
tumor (mg/g)}

A — Fa FC 3.71 28.78 7 .36
B - FA PC 1.03 14.21 13.80
c - Fa IC 4.355 31.54 &.93
D - Fa IC 3.22 12.80 &.14
E - Fa IC 2.65 3.02 4.91
F - Fa IC 2.30 ?.40 4.08
6 - FA 1IC 0.69 &.75 ?.78
H - Fa IC 0.56 4.20 7 .50
I - Fa IC 0.28 3.37 12.03
J - Fa IC 1.03 &6.72 &.52
K - Fa IC 1.0%= 7.86 7.63
L - Fa IC 0.26 2.43 .34
M - MF AE 5.33 27.46 S5.15
N - MF AE 1.35 14.35 10.6

o - MF AE 1.45 7.85 S.41
F - M TC 0.52 3.87 7.44
G - MF QU 0. 40 2.70 &6.73
R - NORM 3.49 21.16 &.06
S - NORM 2.50 12.22 4.88
T - NORM 4.72 20.78 4.4

u - NORM 0.35 Z.78 10.80

(FA=F ibroadenoma, IC=intracanalicular, FC=pericanalicular,
MF=mastopatia fibroguistica, AE=Adenosis Esclerosante, QU=
enfermedad quistica, TC=Tudbulos ciegos, NORM= tejido normal)
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TABLA &

RELACION DE ACTIVIDADES TRANSFORMANTES DE LOS EXTRACTOS DE TEJIDO
MAMARIO FROCESADOS

EFICIENCIA DE ACTIVIDAD

FLAGUED (EP) TRANSFORMANTE
CLAVE : ESPECIFICA §
TEJIDO *EoF + * EGF— EGFT EGF—

EF mg/ml| EF Fgfml

a - Fa FC | 10.9 24 |15.9 100 3342 1170
B - Fa FC S.5 24 7.1 100 3163 980
c - Fa IC | 10.1 24 5.3 24 2914 1530
D - Fa IC 9.6 24 9.5 100 2456 584
E - Fa IC 9.2 24 6.0 100 1882 295
F - Fa IC 9.5 25 5.7 100 1553 33
G - Fa IC | 15.0 100 3.0 100 1467 293
H - Fa IC 4.0 25 6.2 100 1200 445
I - Fa IC 9.0 100 4.5 100 1083 541
J - Fa IC | 15.8 100 2.7 100 1031 176
K — FA IC [ 11.2 100 7.6 100 gs54 580
L - FAa IC &.5 100 nd 100 608 nd
M - MF AE | 16.9 24 [10.3 100 3628 530
N - MF AE | 11.2 100 5.0 1006 1191 531
o - MF AE 9.7 100 4.0 100 525 217
F - MF TC 4.1 100 1.6 100 305 119
Q@ - MF QU .6 100 nd 100 243 nd
R - NORM 10.7 100 .3 100 &£49 200
5 - NORM 10.2 100 9.2 100 498 450
T - NORM 11.7 100 nd 100 515 nd
u - NORM 2.6 100 nd 100 281 nd

(FA=Fibroadenoma, IC=intracanalicular, FC=pericanalicular,
MF=mastopatia fibroquistica, AE=Adenosis Esclerosante, QU= enfermedad
quistica,TC= tubulos ciegos, NORM= tejido normal ,nd=no detectable,
EGF= factor de crecimiento epidermico)l

¥ EF = ( No.de colonias mayores a 60 um x 100 / No. de celulas

sembradas )} — (eficisncia de plaqueo del control con EGF X=4).

WEF = ( No.de colonias mayores a 60 um x 100 / No. de celulas

sembradas ) — (eficiencia de plagqueo del control sin EGF X=0).

§Una unidad de actividad transformante = eficiencia de plaqueo de 1
Actividad transformante especifica= Unidades de actividad

transformante por gramo de tumor = (EF)x(peso del extracto liofilizado

mg}/ (peso muestra ensayo mg)/ (peso tumor gl



FPara comprobar que EGF solo tiene eéste efecto de tipo
interruptor, se realizd un ensayo wutilizando cantidades
progresivamente mavores de EGF y una cantidad +ija de
extracto plaquetario (fig 7 ). Se encontrd que a partir de 2
ng / ml de EGF la eficiencia de plaqueo practicamente no
aumenta. Se calculd en forma indirecta la actividad de tipo
alfa de los tejidos procesados mostrandose los resultados en
la tabla 7 y de acuerdo a la +Fdrmula ahi descrita. Los
resultados muestran una gran variabilidad sin diferencias
significativas entre los diversos tipos de tejido y 1la
actividad alfa.

El andlisis que sigue se refiere al segundo principio, la
actividad beta, medido en base a EF(EGF+).

El control EGF/ suerg tiene una eficiencia de plaguea
promedio de 4 unidades, que son descontadas en las
mediciones de EF(EGF+).

En relacidon al tipo de tejido, 1los +ibroadenomas
mostraron tener una actividad especifica significativamente
mayor (X= 1796 % 947 unidades) que los tejidos normales (X=
48561152 unidades) (p<.05), sin embargo 1los tejidos con
mastopatia no mostraron diferencia estadistica resaltando su
gran variabilidad (X=1178 ¥ 1419). Los fibroadenomas
peritanaliculares manifestaron una mavor actividad que los

intracanaliculares.

F.5 Mediciones morfométricas de los tejidos estudiados:
Con el objetivo de encontrar alguna relacidon con la

celularidad del tejido , se procesaron histolégicamente los

4z
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Fig 7.— Determinacion del efecto de EGF sobre la actividad
transformante en ensayos de agar blando variando la cantidad
de EGF v fijando la cantidad de extracto plaquetario (1
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TABLA 7

ACTIVIDAD TIFD EGF EN DIVERSOS TEJIDDS MAMARIOS

TEJIDO TIFO ACTIVIDAD ESFECIFICA
TIFPO EGF
A - FA FPC @7
B - FA FC 1560
cC - FA IC 131
D - FAa IC 35
E - FA IC 29
F - FA IC 23
C FA IC 73
H — Fa IC 108
I - FA IC 225
J - FA IC 42
K - Fa IC 124
L - FA IC nd
M - MF AE 28
N - MF AE 176
o - MF AE g4
F - MF TC 108
& - MF QU nd
R - NORM 70
5 — NGRM 165
T - NORi nd
U - NORM nd

(FA=Fibroadenoma, IC=intracanalicular, PC=pericanalicular,
MF=mastopatia fibroquistica, AE=Adenosis Esclerosante, QU=
enftermedad quistica, TC=tubos ciegos NORM= tejido normal
ynd=no detectable, EGF= factor de crecimiento epidermico}

La actividad tipo EGF(ng/g! = AT(sin EGF) x Z.75 x peso
del extracto mg /7 ( AT (con EGF)} x peso tumor g )

.75 ng/ml= cantidad de EGF que se uso para revelar la
actividad maxima del extracto.



tejidos y fueron estimadas las cantidades de celulas
mesenquimatosas (medidas como el namero de ndcleos en
2 )

estroma por imagen capturada 0.2 mm y de células

epiteliales ( medida como el Z de area epitelial ).S5e
procesaraon cerca de 1000 imagenes para esta estudio. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 8 . En general,
la celularidad del estroma, es mayor en los fibroadenomas
(X=328%*72) s que en el tejido normal (X=83:24) (p<.03). Los
tejidos de mastopatia mostraron una gran variabilidad (X=
202%129), sin tener diferencia estadistica con los otros dos
grupos. La celularidad epitelial es mayor en los
fibroadenomas (X=4.7%1.4) y en los tejidos con mastopatia
(X=6.1%*3.1) que en los tejidos normales (X=1.3210.7) (p<.05).
No hay diferencia estadistica entre fibroadenomas v

mastopatias.

F.é6 Correlacion entre la actividad transformante y la
celularidad tisular.—

La relacidn entre las medidas morfométricas y la actividad
transformante se resumen en la tabla 8, y figuras 9 a 12 .
Con el objetivo de definir las relaciones e interacciones
que guardan el tejido mesenquimatoso y epitelial con la
actividad transformante se contemplan a todos los tejidos
estudiados como un conjunto de tejidos mamarios cuya
diferencia es su contenido de celulas epiteliales Yy
mesaenguimatosas independientemente de su clasificacidén

histopatolégica. En l1a Ffig B. se grafican las actividades
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transformantes en relacién al contenido de células de
estroma (r=.72 p<.03}) vy en la fig @9 las actividades
transformantes en relacion al contenido de epitelio (r=,63
pPL.035) .Estas correlaciones pueden atribuirse mas que todo

al principio beta ya que la actividad de tipo alfa no mostrd

correlacidn alguna con ningunag de los parametros
histoltgicos o con la misma actividad beta fig (10 L11
2129,

F.7 Correlacidn con otros parametros

Mo fue encontrada ninguna relacidn entre la actividad
transformante ¥y alguna caracteristica especifica de los
pacientes o su historia elinica.

La determinacitn de acido glucurdnico para estimar
contenido de glicosaminoglicanos no mostrod correlacidn
alguna con 1la actividad transformante. En la fig 13 se
muestran la relacidn de la cantidad de acido glucurdnico en
relacidn a la actividad transformante. A pesar de que TGF
beta esta’ relacionado con la sintesis de proteaoglicanos
(Z4), en este estudio no muestra relacidon probablemente por

un recambio relativamente lento de los glicosaminoglicanos.
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RELACION DE RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD TRANSFORMANTE,
CELULARIDAD EFITELIAL Y MESENQUIMATOSA OBTENIDA DE LOS
DIFERENTES TEJIDOS MAMARIOS

TEJIDO TIFO ACTIVIDAD CELULARIDAD CELULARIDAD
) TRANSFORMANTE ESTROMA EFITELIAL
(unidades) ( nucleos/ (4 aresal

campo .2mm )

A — FA FC 3342 527 5.60
B — FAa FC 31463 377 &.38
c - FA IC 2916 234 4.99
D - FA IC 2456 289 4,60
E - FA IC 1882 327 375
F - Fa IC 155= 290 95.48
G - FA IC 14567 333 2.84
H — Fa IC 200 288 &.05
I - Fa IC 108%= 311 &.37
J - Fa IC 1031 317 3.1%2
K - FAa IC 854 260 95.12
L - FAa IC &08 290 2.90
M - MF AE 3628 384 11.50
N — MF AE 1191 215 3.76
o - MF AE 525 23 5.56
F - MF TC 305 14= S5.81
a - MF QiU 243 32 .82
R - NORM £49 & 2.1%
5 ~ NORM 4958 ic8 1.53
T - NORHM 3515 74 ¢.87
u - NORM 281 93 0.70

(FA=F ibroadenoma, IC=intracanalicular, FC=pericanalicular,
MF=mastopatia fibroquistica, AE=Adenosis Esclerosante, QU=
entermedad quistica, TC=tubos ciegos NORM= tejido normal
ynd=no detectable, EGF= factor de crecimiento epidermico)
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Fig 8.- Relacion de la actividad transformante

con la celularidad del estroma en tejidos mamarios
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Fig 12.- RELACION DE LAS ACTIVIDADES TIPO ALFA Y BETA
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Fig 13.—

ACTIVIDAD TRANSFORMANTE DE TEJIDOS MAMARIOS
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G.DISCUSION

Los factores de transformacion han sido estudiados en
varios sistemas y modelos biolégicos. Existe wuwna clara
evidencia de que son peptidos que participan en la
modulacion del crecimiento celular. Algunos modelos de
esutdio in vitro han mostrado que lineas celulares mamarias
transformadas producen y responden a estos factores y que a
su ver estos estan modulados por los niveles de éstrogenos.
Tal és el caso de la linea celular de cancer mamario humano
mas estudiada, la linea MCF-7 (con receptores para
estrogenos y progesteronal), que responde a estrogenos
aumentando su produccidn y secrecidén de TGF alfa, que a su
vez media en forma autédcrina los efectos proliferativos de
estradiol (77,65). Asi mismo se ha visto que los estrogenos
disminuyen la secrecién de TGF beta en éstas células
impidiendo su accién inhibitoria(éé). Sin embargo la accion
de los factores parece ser mas compleja en otras lineas
celulares v contrasta con los mecanismos de regulacidn en
céelulas mamarias normales{4é6). Las celulas epiteliales
mamarias normales no responden a estradiol cuando son
cultivadas solas, sola lo hacen en presencia de
fibroblastos (43). De aqui que haya sido propuesto un
mecanismo de accidn indirecta de 1los estrdgenos, siendo
candidatos importantes los factores de crecimiento como

mediadores de la respuesta celular{(46). Su accion in vive no

wt
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s conoce bien pero supone ser compleja por la capaciqad de
generar respuestas diferentes dependiendo del contexto de
factores que lo acompafen(27). Hemos estudiado una serie de
tejidos mamarios humanos con diversos grados de hiperplasia
benigna con el objetivo de hallar datos que orienten nuestro
conocimientag acerca de la accion de 165 tactores de
transformacidn in vivo. Fara esto fueron estudiados un grupo
de fibroadenomas mamarios, mastopatias fibrogquisticas vy
tejidos normales. Se obtuvieron extractos etanol-acideo de
estos tejidos para probar su actividad transformante. E1
extracto etanol 4cido puede contener una gran cantidad de
factores de crecimiento, como TGF beta, alfa, EGF, FDGF, IGF
y FGF. Todos estos factores influyen sobre el estudio en
agar blando, pero en las condiciones usadas , el ensayo es
bastante especifico para TGF beta y alfa (o +factores tipo
EGF): FDGF ,a pesar de ser necesario para la .accién
transformante, es proporcionado al ensayo con el suero fetal
de bovino y al agregar mas FDGF no modifica el efecto de
los factores de transtormacidn, por 1lo que en estas
condiciones no afecta al ensayo (74).Sucede lo mismo con IGF
{(75) mientras que FGF es desnaturalizado por el pH (76).
Actividad tipo TGF alfa vy TGF beta son pués, las que
modifiéan el ensayo en estas condiciones y ambas pueden ser
diferenciadas , como se describe mas adelante.

La mayor parte de 1los tejidos muestran actividad

transformante sin EGF, 1o cual hace pensar de que existe



algun peptido tipo EGF, aunque en concentraciones bajas , ya
que ninguno de los tejidos tiene potenciada su actividad
transformante completamente antes de agregar EGF en el
ensayo. Los niveles bajos de factores tipo EGF han sido
encontrados en tejidos normales en comparacidn con tejidos
de tumores malignos (15). Su accion supone ser muy
importante en la glandula mamaria vya que las cé&lulas
epiteliales contienen receptores para este tipo de factores
y aumentan su proliferacidn en presencia de EGF o TGF al+fa
(64)Y. Esto resalta adin mas en tumores malignos donde se
supone una estimulacidn de tipo autdcrino. En el presente
estudio no se encontrd alguna relacidn de este grupo de
factores con el tipo de tejido o los niveles de celularidad
mas alla de que no se les detecta en tejidos con niveles
bajos de celularidad. Desde este pqnto de vista tal vez su
presencia sea necesaria mas no suficiente para explicar la
variabilidad en la celularidad. Existen algunos estudios que
concuerdan en que estos factores no son suticientes para
desencadenar una respuesta proliferativa por si mismos (78).
La naturaleza de los factores de tipo EGF en tejidos
normales (y probablemente en hiperplasicos benignos!) no se
conoce bien, ya que algunos estudios muestran que podria ser
TGF al+a (&64), mientras que otros no han podido ratificarlo

(46) .
lLa actividad transformante potenciada con EGF es
atribuible a TGF beta principalmente (58B).Los resultados

obtenidos wmuestran una diferencia significativa de 1los



niveles de actividad transformante, celularidad
mesenquimatosa y celularidad epitelial entre 3 y & veces
mavor en los tejidos con fibroadenoma que en los tejidos
normales en promedio. Las mastopatias fibroquisticas, al ser
un  grupo mas heterogeneo de cuadros histopatolégicos
mostraron tambien una mayor variabilidad, teniendo toda 1la
amplitud de valores de actividad transformante. Las adenosis
esclerosantes tuvieron una mayor actividad que los tejidos
donde predominaron las formas quisti:as.

Ya que la muestra de tejidos estudiada, independientemente
de su patologia, corresponde a wuna serie hiperplasias
mesenquimatosas y epiteliales de diversos grados, todas bién
diferenciadas, se estudid la posibilidad de que las
diferencias en las actividades transformantes pudieran

explicarse, al menos en parte, por 1la celularidad. La

correlacién de las celularidad mesenquimatosa con la
actividad transtformante es buena y estadisticamente
significativa pudiendose afirmar que los factores caon

actividad transformante participan de alguna forma en 1la
estructuracion del estroma. Aunque con menor fortaleza,
existe tambien una correlacién significativa con la cantidad
de epitelio sugiriendo de igual forma una participacidon de
los factores en el proceso de desarrollo epitelial. La
naturaleza de esta participacidn, por el momento , queda por
determinar.

Ha sido sugerido de que 1la células epiteliales

interaccionan con 1los  fibroblastos para desencadenar una



respuesta proliferativa o en la produccién de receptores de
progesterona en presencia de estriédgenos{(44). En este estudio
se buscaron datos que apoyaran la interaccidn de los dos
tipos celulares en relacidén a 1la actividad transformante.
La interaccién del epitelio v el estroma en relacidn a 1la
actividad transformante se describe en 1a fig.14 . La
muestra fue separada en dos conjuntos segun la abundancia de
células del estroma: aquellos tejidos con poca celularidad
en estroma (por debajo del promedio) (estroma -) y aquellos
con gran cantidad de células en estroma (por encima del
promedio) (estroma +).0bservamos que la linea A que define al
estroma(-) se encuentra con menor actividad transformante
que la linea superior de estroma(+), independientemente de
si hay poco o mucho epitelio, lo cual significa que pesa mas
el componente mesenquimatoso para generar la actividad
transformante. Sin embargo el epitelio parece modular 1la
actividad transformante relacionada con el estroma: cuando
hay poco estroma no importa que exista una gran cantidad de
epitelio, no se modifica la poca actividad, sin embargo
cuando existe estroma alto (+), el ir aumentado el epitelio
tiene como consecuencia la elevacidn concomitante de 1a
actividad, definiendose una interaccidn positiva de ambos
(p<.03) « En conclusidn parece ser que la a;tividad
transformante se presenta en la medida de que exista un
minimo de estroma sin que tenga que existir una gran
cantidad de epitelio, pero gque se incrementara por el

aumento de ambos elementos epitelial y mesenquimatoso, y que
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{2 INTERACCION DEL EPITELIO Y EL ESTROMA EN RELACION A LA
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el elemento epitelial en ausencia de células del mesénquima
tiene poco efecto sobre la generacion de actividad
transformante.

Aungque la naturaleza de estas interacciones no se puede
determinar con certeza, la prasencia de actividad
transformante (atribuible a TGF beta) en relacidn a la
celularidad mesenquimatosa es congruente con los efectos
estimuladores sobre fibraoblastos hallados en otros estudios.
Estos efectos probablemtente sean indirectos (31), por
ejemplo a través de la activacion del proto-oncogen c-sis
por TGF beta, cuyo producto es PDGF que es secretado para
generar una respuesta proliferativa autécrina,
exclusivamente sobre fibroblastos yva que el epitelio carece
de este tipo de receptores(bd) y de la secrecidn de
fibronectina .tambien estimulada por TGF beta, como
componente de la matriz extracelular que favorece la
proliferacidn de los fibroblastos (33).

Sin embargo, seria dificil explicar en el presente estudio
la correlacidn de la actividad transformante con la cantidad
de epitelio, tejido sobre el cual el factor ha demostrado
ser francamente inhibidor tanto in vitro en células mamarias
humanas (22) como in vivo en glandula mamaria de ratén (79).
La explicacidn podria ser muy compleja, pero en vista de los
datos obtenidos en este estudioco y los hallazgos de otros

grupos podrian sugerirse algunos mecanismos.
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iComo se podria explicar que el epitelio quedara exento
de ser inhibido por TGF beta?i Como podria explicarse no
s0lo su exencidgn sino su correlacién con la actividad
transformante®.

TGF beta es un factor que parece secretarse mavormente
como un precursor inactivo qﬁe necesita ser modificadeo para
adquirir su funcion completa (20} dando pie al argumento de
que la activacidn de TGF beta por parte de las ceélulas sera
uno de los principales mecanismos patra controlar su accién
(22} tal vez por proteasas como la catepsina D o plasmina, o
por cambios de pH en el microambiente (22) .Es importante
mencionar tambien de que no se acumula en la célula: una vez
fabricado tiende a ser excretado y depositarse en la matriz
extracelular(3&). Se podrian explicar los hallazgos de este
estudio en base a que el epitelio escape a la accion del
factor simplemente porgue no sea capaz de activarlo.

Aun teniendo capacidad de activacidn hay cierta
evidencia (B0} de que la presencia de una gran cantidad de
fibroblastos pordria secuestrar y degradar rapidamente el
TGF beta activo reservando el efecto de este factor
preferentemente para si mismos .En ese trabajo se demuestra
que ceélulas epitliales cocultivadas con fibroblastos
necesitan una dosis 100 veces mayor de TGF beta para ser
inhibidas y que la utilizacidn y degradaciéon del factor por

parte de los fibroblastos es muy rapida.



Otra explicacidn seria la secrecion de otros factores que
contrarrestaran la accidn de TGF beta. Esta tesis tendria
apoyo en el hecho de que los Ffibroblastos y epitelio
secretan IGF—-1 (81,82) gque es estimulante para epitelio (44)
y que esta sometido a control estrogéﬁico (&4). De hecho
existen estudios que muestran que IGF-1 se expresa mas en
fibroblastos estimulados con PDGF (81) ( a su ver estimulado
por TGF beta(31i) ) y estudios realizados en el modelo de
herida de piel, donde al administrar conjuntamente IGF-1 vy
TGF beta se logra contrarrestar el efecto inhibitorio de TGF
beta sobre epitelio sin afectar los efectos estimulatorios
de este tltimo sobre mesenquima(83i}. Esto explicaria no solo
porqué el epitelio queda exento de inhibicidn sino tambien
como queda estimulado indirectamente por TGF beta, como 1lo
sugiere 21 presente estudio al hallar uwna correlacidn con
pendiente positiva.

Una forma indirecta de estimulacion seria a traves de los
productos que se forman en fibroblasfos por la accidon de TGF
beta, en particular la colagena. Algunos estudios muestran
esta tesis (44) donde se2 argumenta que al menos parte de la
cooperacion entre fibroblastos y epitelio se basa en la
secrecidn de colagena por +ibroblastos, que actua
estimulando a las células epiteliales. TGF beta es un

colagenogénico muy potente (44,38).
Alternativamente, una deficiencia epitelial en la via de

respuesta a TGF beta podria explicar también el escape a



la inhibicién, por ejemplo, receptores defectuosos.En 1la
tabla 10 se dan algunos ejemplos. Al menos en el caso del
fibroadenoma se cuenta con cierta evidencia de que puede
tener un defecto en la Fabricacidn de prostaglandinas y en
la via de respussta a estas hormonas (57) . Es interesante
ver que T&GF beta estimula la fabricacidn de prostaglandinas
(84) v que estas a su vez inhiben 1la estimulacidon de
colidgena por el mismo TGF beta, sugiriendo la participacidn
de ambos en un sistema de retroalimentacidn negativa, que
tal wvez en el caso del fibroadenoma, no funciona
adecuadamente. Las prostaglandinas (al menos PBEZ) resultan
inhibitorias para el crecimiento epitelial (85).

La interaccidn positiva hallada entre epitelio v estroma
plantea tambien que el epitelio debe mandar algdn mensaje a
estroma para una mayor produccidén de actividad
transformante. Se ha demostrado que los estridgenos son
capaces de estimular no solo a las células epiteliales sino
a los fibroblastos que lo rodean probablemente a través de
mecanismo  indirectos ya que los +ibroblastos no son
estimulados por estrdgenos en cultivos homotipicos(44).
Aunque no se ha hallado el principio activo para esta
interaccidn seria razonable pensar en algun factor que sea
estimulado por estrigenos, como lo seria TGF alfa (657 o
IGF—-1 (&4). T6F alfa asi como el receptor de EGF se
encuentran en tejidos mamarios normales y patoléagicos y
responden proliferativamente en varios estudios(é64). Algunos

estudios muestran incluso una correlacidn entre los niveles
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de receptores de estrdédgenos vy el nivel de expresidn de TGF
alta (B&). En otros, la estimulacidon por los factores que
actuan a través de este receptor, es insuficiente (78).En
este mismo tipo de interaccidén podria hallarse la razin por
la cual TGF beta queda elevada en estos tejidos al aumentar
la cantidad de epitelion. Es decir, el epitelio envia algun
mensaje a fibroblastos para estimular su proliferacidon vy el
aumento de la actividad transformante o alternativamente,‘ya
que s2 ha sugerido que los fibroblastos pueden secretar
constitucionalmente TGF beta(22), tal vez éste se encuentra
elevado como manifestacidn de wun aumento de fibroblastos vy
se va acumulando en el medio. Asi en condiciones normales,
alcanzando un cierto nivel de fibroblastos se llegaria a un
nivel critico de TGF beta que conduciria a una inhibicidn
epitelial que a su vez suspenderia 1la estimulacion del
+ibroblasto. En condiciones patoldgicas este nivel critico
no se alcanzaria y se praduciria uwuna hiperplasia de ambos
elementos epitelial y estromal acompatados del aumento de la

actividad transformante(fig.15).

Cualesquiera que sean los mecanismos de accion, este
estudio apova la participacidn de los factores con actividad
transformante en la proliferacidn celular epitelial y
principalmente mesenquimatosa en los diversos tejidos

mamarios estudiados.



Es necesario realizar mas estudios al respecto y que
contemplen el estudio simultaneo de otros factores de
crecimientno , asi como estudios in wvitro de celulas
hiperpladsicas epiteliales y mesenquimatosas en cultivos
tnicos ¥y en cocultivos para determinar 1los factores vy
condiciones necesarios para la generacidn de estas entidades

fisiopatoldgicas.
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TaBLA 9

CELULAS CARCINOMATOSAS CON LESIONES EN EL CfRCUITD AUTCRING

DE TGF BETA(70}

TIFPO CELULAR LESION
AZ380 Carcinoma de Fancreas No secreta TGF beta
AS49 Adenocarcinoma pulmonar Inhabilidad de activar la

forma latente

8§8C-25 CLCarcinoma epidermoide Ausencia de receptores de
de piel TEF beta

Calu 1 Carcinoma epidermoide Defecto post-receptor
pulmonar

HuT2%Z2 Carcinoma pulmonar Defecto post-receptor

L;_ SWS00 Carcinoma pulmonar Deftecto post-receptor




Fig.15 (FP&gina siguiente).~ Esquema de interacciones
epitelio—fibroblastos. A traves de un estimulo inicial con
estrdgenos a traveés de su receptor (REY , el epitelio
produce receptores de progesterona (RF) y alguna substancia
(TGF alfa ) que secretada estimula el crecimiento del
fibroblasto el cual a su vez produce TGF beta, inicialmente
camo precursor (p TGF ), desencadenando a su vez la
produccion de FDGBF , IGF-1 , colagena (COL) y fibronectina
(FM)}, que estimulan la proliferacidn del epitelio (COL e
IGF-1) y de los +ibrobalstos (PDGF, IGF-1 ¥y FM). En casos de
hiperplasia el TGF beta podria perder su efecto inhibitorio
sobre epitelio al ser activado solo por fibroblastos o
sienda removido del medio rapidamente por ellos mismos.

= efecto inhibhitorio

= efecto estimulatorio
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