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RESUMEN

Se conoce por estudios previos en sistemas experimentales in virro, que la transformacién maligna se
acompaiia frecuentemente de la produccidn de péptidos andlogos a factores de crecimiento, capaces de
reconocer los receptores de membrana y de producir estimulacién autocrina de la proliferacidn celular, Sin
embargo, hasta el presente no existen datos clinicos que avalen la significacién biolGgica de este fendmeno
en los tumores humanos.

En este trabajo presentamos un estudio de la presencia de Factor de crecimiento transformante alfa (TGF-«x)
en tumores primarios de la mama y sus metdstasis ganglionares. En el 25 % de los tumores primarios se
detect6 actividad TGF-¢ capaz de reconocer el receptor del Factor de crecimiento epidérmico (EGF) con
igual afinidad que el ligando natural y no suprimida por anticuerpos anti-EGF.

La expresién de TGF-t fue mds frecuente (50 %) en las metdstasis ganglionares. La expresion de TGF-¢
se asocia significativamente a la expresién de receptores de EGF, lo cual apoya la hipdtesis del papel de cstas
moléculas en la estimulacién qutocrina del crecimiento de estas neoplasias.

SUMMARY

It is known that in several experimental systems, malignant transformation in vitro is accompanied by the
production and release of peptides analogues 1o Growth Factors and able to bind Growth Factors receptors
and 1o clicit an autocrine stimulation of cell proliferation. However, until now there is no clinical evidence
supporting the relevance of this fact for tumor growth in humans.

In this paper we present a study of the presence of Transforming Growth Factors Alpha (TGF) in primary
human breast tumors and their lymph node metastasis.

In about 25 % of primary tumors there is measurable TGF alpha activity, which is acid extracted, able to
recognize Epidermal Growth Factor (EGF) receptors with the same affinity as EGF, and not suppressible
by anti-EGF antibodics.

TGF alpha expression is more frequent in lymph node metastasis than in primary tumors. The expression
of TGF is significantly associated with the expression of EGF-receptors, which provide support to the
hypothesis of the role of these molecules in the autocrine stimulation of cell proliferation in these tumors.
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INTRODUCCION

Los factores de crecimiento regulan el crecimiento celular in vitro (Gospodarowicz
et al., 1976; Carpenter y Cohen, 1979, 1984; Heldin et al., 1985). Ha sido demostrado
en numerosos sistemas experimentales que la transformacién maligna se acompana de
la produccién de péptidos anilogos al Factor de crecimiento epidérmico (EGF),
capaces de reconocer su receptor (R-EGF) (Anzano et al., 1982, 1983; D¢ Larco et al.,
. 1980; Massague, 1983). Estos factores han sidos denominados Factores de crecimiento
transformantes tipo alfa (TGF-q).

El TGF-a es un polipéptido de 50 aminoicidos que presenta poca homologia
estructural con el EGF (De Larco y Todaro, 1978; De Larco et al., 1980; Massague,
1983) y no es reconocido por anticuerpos anti-EGF (De Larco y Todaro, 1978; De Larco
et al., 1980; Massague, 1983). La secuencia completa de aminoacidos del TGF-a es
conocida y su gen ha sido clonado en E. coli (Derynck et al., 1984).

La produccién de TGF-a por las células transformadas in vitro y la similitud entre el
producto del oncogen v-sis y la cadena B del Factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) han sustentado la hipdtesis autocrina de estimulaciéon del
crecimiento para explicar la proliferacion celular continua y auténoma de los tumores
malignos (Sporn et al., 1980; Heldin et al., 1986).

Nosotros caracterizamos la expresion de ARNm del TGF-a en lineas celulares de
cincer de mama (Pérez ef al., 1987). Sin embargo, hasta el momento NO existen datos
clinicos que avalen la significacion biol6gica de la expresion de TGF-« en los tumores
mamarios humanos.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

El Factor de crecimiento epidérmico murino (EGFm) fue aislado de las gldndulas submaxilares de
ratones machos, segin el método descrito por Savage y Cohen (Savage y Cohen, 1972). El Factor de
crecimiento epidérmico humano recombinante (EGFh) fue suministrado por el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologfa (CIGB) de La llabana,

El EGFm y el EGFh fucron radioyodados por ¢l método de la cloramina T (Hunter y Greenwood,
1962), con una actividad especilica de 150-200 pCi/pg. La produccion de antisuero contra el EGFh fue
realizada como ha sido previamente reportado (Starkey y Orth, 1977).

Tumores

Todos los tumores provenian de pacientes femeninas, las cuales [ueron sometidas a la mastectomia radical
modificada. Los tumores fueron clasificados como carcinomas invasivos. En 26 casos un ganglio linfitico
metastdsico fue removido conjuntamente con ¢l tumor primario durante la mastectomia.

Determinacién de receptores

El receptor de estradiol (RE) se determind en el citoplasma soluble tumoral segin el método
previamente reportado (Pascual et al., 1983). Los valores se expresaron en fimoles/pg ADN.

El receptor de Factor de crecimiento epidérmico (R-EGF) fue determinado a través de la unién
especifica del EGF-1'25 a la fraccién cruda de membrana tumoral, como ha sido previamente reportado
(Pérez et al., 1984; Macias et al., 1985). Los valores se expresaron en ftmoles/mg proteinas.

Extraccién de la actividad EGF-equivalente del tejido tumoral

El tejido tumoral fue sometido a dos procedimicntos de extracciones diferentes. Un grupo de 21 tumores
primarios fue procesado de acuerdo con el método de extraccidén dcido-etandlico cldsico (Roberts et al., 1980).
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Los tumores restantes fueron procesados utilizando un método simplificado de extraccién dcida. Brevemente, los
tumores fueron homogeneizados en 1 M de dcido acético (10:1 v/w). Después de 24 horas de extraccibn, el
homogeneizado fue centrifugado a 100 000 g durante 30 minutos y el sobrenadante obtenido fue liofilizado y
resuspendido en solucién fosfato salina pH 7,4 (PBS). La solucién obtenida ligeramente turbia fue clarificada por
centrifugacién.

La concentracién de proteinas se estimé por el método de Lowty (Lowry et al., 1951).

Radiorreceptor-analisis de EGF (RRA-EGF)

Un ensayo de competencia por la unién del EGF a su receptor, fue realizado usando el EGF murino-1'> como
sonda y las células del tumor ascitico de Erhlich como fuente de receptor, segin el método previamente reportado
(Macias er al., 1985).

En cada experimento fue incluida una curva estdndar de desplazamiento y cada muestra estudiada fue ensayada
por lo menos en 5 diluciones diferentes.

El contenido de TGF-x en la muestra se expresé como nanogramos de EGF-equivalente por miligramos de
proteinas del extracto tumoral.

Radioinmunoanilisis de EGF (RIA-EGF)

Un radioinmunoandlisis hom&logo para cuantificar EGFh fue realizado segiin el método previamente reportado,
con modificaciones menores (Starkey y Orth, 1977).

En cada experimento, una curva estdndar fue incluida. Cada muestra estudiada fue ensayada en al menos
5 diluciones diferentes. Como en el RRA-EGF los datos experimentales fueron ajustados por regresion lineal
(Macfas et al., 1985). El limite de deteccién de este ensayo estd por debajo de 1 ng/ml (80 pm concentracién final
de EGFh).

Anilisis de los datos

Los porcentajes fueron comparados, utilizando el test de hipétesis para dos proporciones de grupos
independientes.

RESULTADOS

Los carcinomas primarios mamarios contienen TGF-alfa

Las diluciones seriadas de los extractos acidos-ctandlicos de los carcinomas
primarios de mama, producen curvas de desplazamiento paralelas en un ensayo
de RRA-EGF (figura 1). La actividad medida fue expresada como
nanogramos-equivalentes de EGF por miligramo de proteina en los extractos
tumorales. Estas mismas diluciones fueron testadas en un RIA-EGF homélogo para el
EGFh y los extractos tumorales no fueron reconocidos por ¢l antisuero anti-EGFh.
Extractos de cinco tumores diferentes que mostraron actividad equivalente de EGF,
medida por RRA-EGF, fueron sometidos a analisis de tamiz molecular en
cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Esta actividad equivalente de EGF en
los extractos tumorales aparecié como un s6lo pico con un peso molecular aparente de
6 000 dalton (figura 1).

Un analisis m4s detallado de esta actividad fue realizado a través de experimentos
de supresion de la misma, utilizando un antisuero anti-EGFh.

La figura 2 muestra que la incubacién previa durante 24 horas del EGFh con el
antisuero suprime la capacidad de unién del EGFh al receptor de EGF. En la misma
figura podemos observar cémo el antisuero no es capaz de bloquear la actividad
equivalente de EGF presente en los extractos 4cidos de los carcinomas mamarios.
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FIG. 1. Andlisis de tamiz molecular en cromatografia liquida de alta presion (HPLC) en los extractos tumorales:
A) Perfil cromatogrifico tipico de HPLC. Linea continua: perfil de absorbancia a 280 nm. Linea con asteriscos:
contenido de actividad equivalente de EGF, determinada en cada fraccién por radiorreceptor-andlisis (RRA).
La ordenada es ¢l contenido de actividad equivalente de EGF en ng/ml. La abscisa ¢s el numero de cada fraccion.
B) Curvas de desplazamiento paralelas producidas por diluciones seriadas de un extracto tumoral y por
concentraciones crecientes de EGF.
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FIG. 2. A) Curvas de desplazamiento de la unién del EGFm-1'® a las ¢élulas del tumor ascitico de Erlich, por
concentraciones crecientes de EGF. B) Diluciones seriadas de un extracto tumoral. Enambos casos pre-incubados
previamente durante 24 horas (1:1) con suero normal+F y con antisuero anti-EGFh (—x-).

Este péptido de 6 000 dalton presente en los tumores mamarios humanos, capaz de
reconocer al R-EGF y que es inmunoldgicamente diferente al EGFh, puede ser definido
operacionalmente como TGF-a.

Diferentes niveles de TGF alfa en los tumores primarios de mama

Nosotros realizamos el procedimiento cldsico de extraccién dcido-etandlico en 21
carcinomas primarios de mama. Cinco de estos tumores (23,8 %) mostraron niveles
medibles de actividad equivalentes de EGF, dosificada a través del RRA-EGF (figura 3).
Los valores de esta actividad estuvieron en el rango de 14 a 193 ng/mg de proteina del
extracto tumoral. Esta extraccion dcido-ctandlica es un procedimiento muy laborioso y
no adecuado para realizarlo de manera sistematica, por lo cual nosotros estudiamos otros
33 tumores primarios de mama utilizando un método simplificado de extraccion acida.

En esta serie se encontraron los mismos resultados; 27 % de estos tumores mostraron
actividad medible equivalente de EGF (figura 3) con valores en ¢l rango de 4,1 a 56,8
ng/mg de proteinas del extracto tumoral. Esta ligera diferencia cuantitativa (no
estadisticamente significativa) pucde ser atribuida a las diferencias en ¢l contenido de
proteinas de los extractos obtenidos por ambos procedimientos. El procedimiento de
extraccion dcido-etandlica cldsica rinde extractos con cantidades de proteinas por
gramo de tejido tumoral menores que la extraceién en dcido acético.
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FIG. 3. Distribucidn de la actividad equivalente de EGF en tumores. La ordenada es la cantidad de actividad
equivalente de EGF expresada en ng/mg proteinas. Cada punto es un tumor diferente.

Expresion del R-EGF y el TGF-« en los tumores primarios de mama

Nosotros analizamos en 37 carcinomas primarios de mama el contenido del R-EGF
y el TGF-a. Niveles medibles de ambos marcadores fueron encontrados en 16 % de

estos tumores (tabla 1).

Tabla 1
EXPRESION DEL TGF-x Y EL R-EGF EN LOS CARCINOMAS MAMARIOS HHUMANOS
R-EGF + R-EGF— total
TGF+ 6 3 9
TGF— 9 19 28
TOTAL 15 22 37
Positividad de TGF-alfa 40 % 13,6 % 243 %

Sin embargo, en esta serie limitada de tumores los carcinomas R-EGF positivos
presentaron una mayor expresiéon de TGF-a (40 %) que los tumores R-EGF negativos.
Esta diferencia alcanzé significacién estadistica (p=0,03, test de hipétesis para dos
proporciones de grupos independientes).

Expresion del TGF-q en los tumores primarios mamarios y sus metistasis
Se estudi6 la expresidn del TGF-« en una serie de 45 carcinomas primarios de mama.
En 26 casos fueron obtenidos los correspondientes ganglios metastésicos. EI31 % de

los tumores primarios presentaron actividad TGF-q, en cambio, ¢l 50 % de los depésitos
metastasicos mostraron niveles medibles de esta actividad (figura 4).
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FIG. 4. Positividad de TGF-¢ en los tumores mamarios primarios y sus metdstasis.
Esta diferencia en el contenido de TGF-q fue estadisticamente significativa (p = 0,05,
test de hipotesis para dos proporciones de grupos independientes). No se encontraron
diferencias en los niveles cuantitativos de TGF-q entre los tumores primarios y los

depositos metastasicos (figura 5).
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FIG. 5. Distribucién de los niveles de la actividad del TGE-x en los tumores primarios y las metéstasis. La ordenada
es la cantidad de actividad equivalente de EGF expresada en ng/mg proteinas. Cada punto es un tumor diferente.
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Cuando comparamos el contenido de TGF-a de los 26 tumores primarios con sus
correspondientes metdstasis, encontramos que més de la mitad de las metastasis TGF-a
positivas (54 %) emergicron de tumores primarios negativos. Sin embargo, 75 % de los
tumores primarios positivos dieron origen a depésitos metastasicos positivos (tabla 2).
El contenido de TGF-« fue independiente del valor del receptor de estradiol (RE)
(tabla 3).

Tabla 2
STATUS DEL TGF-¢x EN LOS TUMORES PRIMARIOS MAMARIOS
Y LOS DEPOSITOS METASTASICOS

Status TGF-alfa Niimero (toral 26) Porcemaje
Primario Metdstasis
+ + 6 23 %
+ = 2 7%
— + ! 27 %
= = 1 42 %
Tabla 3
EXPRESION DEL TGF-¢ Y EL RECEPTOR DE ESTROGENO
EN LOS TUMORES MAMARIOS PRIMARIOS
RE (ftmoles/ugADN)
<1 01-1,0 >1,0
TGF-alfa positivos 7 4 3
TGF-alfa negativos 12 9 10
Total 19 13 13
Positividad de TGF-¢ 37 % 31 % 23 %
DISCUSION

En el presente trabajo, nosotros demostramos que el 25 % de los carcinomas
primarios de mama contienen un polipéptido acido estable que compite con ¢l EGF por
su receptor especifico de membrana. Esta actividad equivalente de EGF ticne un peso
molecular similar al del EGF pero es antigénicamente diferente.

Asi, el polipéptido extraido de los carcinomas mamarios cumple los criterios
operacionales que definen el TGF-a (De Larco v Todaro, 1978; De Larco et al., 1980,
Massague, 1983).

Nuestros resultados cstdn de acuerdo con reportes previos que demucstran la
produccion de TGF-a vy la expresion de su ARNm por las células de cancer de mama
(Macias er al., 1987; Pérez et al., 1987).

Aunque algunos autores han sugerido la existencia de formas de TGF-a« de alto peso
molecular (Sherwin ef al., 1983; Kimball et al., 1984), nosotros solo pudimos detectar la
forma molecular de 6 000 dalton,
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Nosotros y otros autores (Pérez et al., 1984; Macias et al., 1985; Fitzpatrick et al.,
1984; Sainsbury er al., 1985) hemos demostrado que la expresion del R-EGF esta
inversamente correlacionada con la del receptor de estradiol (RE) en los tumores de
mama. A pesar que los tumores TGF-a positivos son mas frecuentemente R-EGF
positivos, no existe una correlacion entre los niveles de TGF-a y el contenido de RE.

Ha sido sugerido que las células tumorales escapan del control normal de los factores
de crecimiento exdgenos por la producciéon de sus propios factores de crecimiento.
Este tipo de autoestimulacion ha sido denominada estimulacién autocrina del
crecimiento (Sporn et al., 1980; Heldin et al., 1986). Existe un grupo de tumores
primarios de mama que expresan ¢l TGF-a y ¢l R-EGF, lo que constituye el
prerrequisito molecular para la estimulacion del crecimiento.

La expresién del TGF-« fue mas frecuente en los dep6sitos metastasicos que en sus
correspondientes tumores primarios. Nosotros también previamente reportamos que
el contenido de R-EGF ¢s también mayor en los depésitos metastasicos que en sus
correspondientes tumores primarios (Macias et al., 1986). Estos resultados sugicren
que los carcinomas primarios estdn compuestos por una poblacién celular heterogénea
con respecto a la expresién de ambos marcadores. Estos hallazgos estdn de acuerdo
con la hip6tesis de la seleccion clonal durante el proceso de diseminacién melastésica.
El hecho de que algunas metéstasis TGF-a y R-EGF positivas surjan dec tumores
primarios TGF-a y R-EGF negativos nos sugiere que las células tumorales que expresan
ambos marcadores tienen ventajas de crecimiento durante el proceso metastasico.

Finalmente estos resultados también contribuyen a validar nuestra hipotesis de que
el EGF y/o péptidos anilogos pueden desempenar un papel importante en la regulacion
del control del crecimiento en el cdncer mamario humano.
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