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RESUMEN

El proceso biolégico de transformacion es el resultado de numerosos y complejos mecanismos tradu-
cidos en cambios sustanciales que involucran tanto a la ultraestructura, como a la bioguimica y fisiologia
celular, los cuales pueden ser visualizados mediante la utilizacion de técnicas morfométricas que expresan
la correspondiente informacion cuantitativa. Células en cultivo de epitelio mamario de rata tanto normales,
estimuladas a proliferar con el factor de crecimiento epidérmico (EGF), como transformadas, producto de
la transfeccion con el oncogén ras, originan el grupo celular HC11 y HC11 ras, respectivamente. Se estudio
a nivel de microscopia electrénica de transmision en los tipos celulares descritos, precisando datos
morfométricos concomitantes al decorrer de la transformacion, evaluando especificamente las fracciones
volumétricas de Beta 1 integrina (B1), glicoproteinas receptoras presentes en la superficie celular
involucradas en la adhesion tanto a componentes de la matriz extra-celular (MEC) como a la interaccion
célula-célula. La diferente expresion de estas moléculas determinara en los tipos celulares descritos,
distintas caracteristicas fisioloégicas inherentes al mecanismo de transformacion.
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SUMMARY

The biological process of transformation is the result of complex mechanisms that are translated in
substantial changes in the ultrastructure, as well as cellular biochemistry and physiology. These subcellular
changes can be observed by using quantitative morphometric technics. Cultured normal breast epithelial rat
cells induced to growth by epidermic growth factor (EGF), as well as transformed cells produced by oncogen
ras transfection, give rise to HC11 and HC11 ras cellular groups respectively. Transmission electronic
microscopy study was applied to the described cell groups, recording morphometric data while evolving
transformation and specifically evaluating Beta 1 (1) integrin volumetric fractions, receptive glycoproteins
on cell surface which are implied in extracellular matrix (MEC) adhesion components as well as in cell to
cell interactions. The different expression of these molecules wills determinate different physiological
characteristics inherent to the transformation process in these cell types.
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INTRODUCCION

Las células HC11 constituyen una linea de epi-
telio mamario normal derivada del linaje COMMA
1D obtenida de glandula mamaria de ratas BALB/
¢ en mitad de prefiez, disponiéndose en contacto
estrecho y formando un epitelio cibico en mono-
capa. Estas células retienen las caracteristicas
propias del crecimiento y la diferenciacién normal
in vivo de la glandula y producen f caseina, la
principal proteina de la leche (1).

Cuando estas células son transfectadas con el
oncogén ras, se genera el mecanismo biolégico
de la transformacion celular, caracterizado por in-
ducir alteraciones genéticas cuya traduccién pro-
vocara mudanzas drasticas tanto en su morfologia
(2) como en los aspectos fisiologicos de estas
células, incluida la inhibicion en la sintesis de B
caseina (3).

En este contexto, contando con un anticuerpo
anti cadena p1 integrina, se comparé en los tipos
celulares tanto normales como transformados, de
modo cuantitativo, la expresion de integrinas (4),
glicoproteinas heterodimeros transmembrana cons-
tituidas por subunidades Alfa y Beta, unidas no
covalentemente (5), habiéndose descrito alrededor
de 15 cadenas Alfa y 10 Beta, donde diferentes
cadenas Alfa pueden relacionarse con una misma
cadena Beta y viceversa, generdndose de este
modo, un gran nimero de receptores con diferen-
te afinidad por sus ligandos (6,7).

De igual modo, las integrinas corresponden a
una familia de moléculas receptoras de la superfi-
cie celular que interactian con el citoesqueleto
(7); con proteinas de la MEC y mediando la adhe-
sion célula-célula (8), e involucradas en prolifera-
cién, migracion e invasion celular (9). En esta
familia de integrinas, 1 se constituye en la molé-
cula fundamental que aparece modulando la ad-
hesion con las principales proteinas de la MEC:
colageno, laminina y fibronectina (10).

MATERIAL Y METODO

Microscopia electrénica de transmision (Técni-
ca de inmuno-oro, realizada por el Dr. Paulo
Joazeiro; Sao Paulo, Brasil). Monocapas de célu-
las epiteliales mamarias de rata normales y trans-
formadas fueron lavadas en las propias camaras
de cultivo con BSA 1%, suero normal de cabra al
30% y azida sodica 0,2% disuelto en PBS 0,1 M
pH 7,4 durante 5 minutos a temperatura ambiente.
La reaccion fue iniciada incubandose las mono-
capas con el anticuerpo primario anti cadena f1

integrina preparado en diluciones 1:50; 1:100 y
1:200 en la misma solucion de PBS descrita ante-
riormente durante 30 minutos a temperatura am-
biente, considerandose como control aquellas in-
cubadas con dilucion 1:50. Luego de 3 lavados
con PBS, fue adicionado 200 ul del anticuerpo
secundario marcado con oro coloidal (anti 1gG
conejo conjugada con particulas de oro de 10 nm
de diametro) durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente los cultivos fueron lava-
dos con PBS y las monocapas fijadas en solucion
de glutaraldehido 2% en tampén fosfato de sodio
y potasio 0,15 M pH 7,2 por 30 minutos a tempe-
ratura ambiente. En las propias camaras el mate-
rial fue lavado en solucién que contenia 6 g de
NaCl y 73 g de sacarosa disueltos en 1 litro de
agua destilada. Fijada con tetréxido de osmio 1%
por 60 minutos y post-fijado en acetato de uranilo
0,5% disuelto en la solucién de lavado durante 18
horas. Posteriormente lavado y deshidratado en
concentraciones crecientes de acetona (30 a
100%) e incluido en Araldita 6005. Se obtuvieron
cortes ultrafinos de aproximadamente 60 nm de
grosor, los que fueron tratados con acetato de
uranilo 2%, durante 40 minutos y citrato de plomo
0,5%, por 10 minutos. Las muestras fueron estu-
diadas y fotografiadas en un microscopio electro-
nico Phillips EM 400.

Método estererologico. A partir de los bloques
para microscopia electronica, fueron obtenidos
cortes ultrafinos, en los cuales se micrografiaron
cada uno de los tipos celulares, con aumento de
18.000X. Para la evaluacion de las fracciones
volumétricas correspondiente a las B1 integrinas,
fue sobrepuesto un reticulo de puntos, en las
micrografias electronicas y se procedié al conteo
diferencial de los puntos que incidian sobre los
perfiles de ellas, calculandose la fraccion volumé-
trica que un determinado componente ocupa, me-
diante la siguiente ecuacion:

Pi
F,=
Pt
Donde:
F, = fraccion volumétrica del componente especifico.

Pi = puntos incidentes sobre el componente en estudio.
Pt = puntos totales incidentes en la estructura general.
RESULTADOS

A partir de las multiples micrografias electroni-
cas obtenidas, pertenecientes a las células ma-
marias tanto normales como transformados, se
realizaron sobre ellas los analisis morfométricos
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correspondientes, determinado Unicamente la va-
riacion de las fracciones volumétricas de B1 inte-
grinas asociadas con su marcacion especifica bajo
la forma de particulas de oro coloidal de 10 nm de
diametro, que se expresan con el devenir de la
transformacion celular y que ultraestructuralmente
aparecen claramente visibles en las Figuras 1y 2.

El resultado cuantitativo de la evaluacion
morfométrica queda expresado en la Figura 3, la
cual describe que la célula mamaria normal (HC11)
presenta una fraccién volumétrica de B1 integrina
que alcanza a un 24 %. Se muestra ademas que
en las células transformadas (HC11 ras) en con-
traposicion con las primeras, la fraccion volumé-
trica correspondiente a f1 integrina experimenta
una drastica disminucién alcanzando solamente a
un 9%.

DISCUSION

Ha sido ampliamente demostrado que células
de epitelio mamario de ratas, mantenidas en culti-

Figura 1. Seccién de micrografia electrénica correspon-
diente a una célula normal de epitelio mamario de rata
(HC11), a nivel de su membrana plasmatica y eviden-
ciando marcacion especifica de p1 integrina (...).
18.500X.

Figura 2. Seccién de micrografia electrénica correspon-
diente a una célula transformada de epitelio mamario de
rata (HC11 ras), a nivel de su membrana plasmatica y
evidenciando marcacion especifica de 1 integrina (...).
18.500X.

VO, requieren para su curso normal de crecimiento
y desarrollo, presentar adhesion con su membra-
na basal subyacente (11), mientras que, por el
contrario, el primer indicio de transformacion celu-
lar es la independencia con los mecanismos de
adhesion celular lo cual se traduce en modificacio-
nes fisiolégicas en proliferacion y sobrevivencia
(12).

Este resultado, mostrando que células mama-
rias normales expresan mayor volumen de p1
integrina, y siendo estas mediante sus correspon-
dientes mecanismos adhesivos de modular proce-
sos normales de crecimiento y sobrevida celular,
es semejante al descrito por Howlett y cols (13),
en el cual, como en este trabajo, describen que la
transformacién a malignidad en carcinomas de
glandula mamaria significa pérdida en la expresion
de Bl integrina. Del mismo modo, experimenta-
ciones con células de adenocarcinoma de glandula
mamaria describe que Bl integrinas aparecen
disminuidas con respecto a las encontradas en
células normales de epitelio mamario (10). En
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Figura 3. Fracciones volumétricas correspondientes a bl
integrina cuantificadas en los tipos celulares de epitelio
mamario normal y transformado.

este contexto también ha sido demostrado que
células pertenecientes a glandula mamaria de
rata mutantes en p1 integrina muestran alvéolos
desorganizados debido a alteraciones en la adhe-
sion célula-membrana basal (14).

De acuerdo a la cuantificacion morfométrica
determinando especificamente los valores corres-
pondientes a las fracciones volumétricas de p1
integrinas, en células mamarias mantenidas en
cultivo tanto normales como transformadas, en-
contrando que dichas fracciones son extremada-
mente diferentes, produciéndose una disminucién
drastica equivalente a un 30% de B1 integrina en
HC11 ras, indica que en el desarrollo del proceso
de transformacion existe un evidente cambio en la
expresion génica de las células transformadas, que
se traducird fisiolégicamente en pérdida de capa-
cidad de adhesion de estas células tanto a protei-
nas de su MEC, a su membrana basal como a
otras células de su entorno.

Similar conclusion se plantea en estudios ob-
servando el desarrollo de melanomas donde se
producen cambios en la expresion de integrinas,
en las funciones intracelulares del control de inte-
grinas y la probabilidad de percibir sefiales que
permitan uniones con ligandos, generando, de este
modo, que las células transformadas pierdan ca-
pacidad de unirse a su medio ambiente, modulando
diferentes fenotipos, tales como los estacionarios,
migratorios o invasivos (15).

Finalmente, fue demostrado usando un modelo
biologico de células de rata en las cuales la fun-
cion de p1 integrina han sido previamente desor-
ganizadas, que la expresion de esta integrina es
critica para la iniciacion de la tumorigenicidad
mamaria y el mantenimiento de la capacidad
proliferativa de la célula tumoral tardia, constitu-
yéndose en un indicio directo que p1 integrina
juega un rol fundamental tanto el inicio como en la

mantencién del crecimiento de las células mama-
rias transformadas (16).

Este trabajo, si bien plantea como en otros
similares, el rol determinante de 1 integrina en el
desencadenamiento hacia malignidad celular, po-
see ademas la particularidad de mostrar desde el
punto de vista morfolégico y ultraestructural las
moléculas de adhesion situadas en la region ex-
terna de la membrana plasmatica y, por ende,
susceptible de ser evaluada morfométricamente.
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