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Resumen

L os factores de crecimiento comprenden una familia de moléculas que estimulan la proliferacion celular.
Por |o general estos factores son sintetizados en forma de largas mol écul as precursoras que
posteriormente son procesadas por enzimas para dar lugar ala molécula madura. Entre ellos se
encuentra el factor de crecimiento epidérmico. En lamayoria de las secreciones y fluidos biol 6gicos
humanos se ha encontrado, ademés de |a molécula madura de 6,2 kDa, una gran heterogeneidad de
tamano.

En orina de pacientes con cancer de mama se encontrd sobreexpresion de moléculas de bajo y alto peso
molecular con respecto ala orina de mujeres sanas, |0 que constituye una nueva via de investigacion en
el campo de los marcadores tumorales. En otras especies animal es también se han aislado formas de ato
y bajo peso molecular y se ha definido que el procesamiento ocurre por serinoproteasas, denominadas
calicreinas.

Palabras clave: Factor de crecimiento epidérmico, precursor del factor de crecimiento epidérmico, bajo
y ato peso molecular, fluidos bioldgicos, calicreinas, cancer.

L os factores de crecimiento comprenden una amplia familia de moléculas que estimulan la proliferacion
celular mediante su interaccidn con un receptor especifico de membrana, no son nutrientes ni se emplean
como metabolito o cofactor en ninguin paso del metabolismo intermediario. Se trata, por tanto, de
moléculas con una funcion de regulacion.1

L os factores de crecimiento estan presentes en una gran variedad de tgjidos, tanto embrionarios como
adultos y se piensa que son liberados por todas las células en cultivo.2 Se diferencian en cuanto a su
especificidad; algunos como lainterleucina-2 (1L-2), estimulan uno o sélo unos pocos tipos de células,
mientras que otros, como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), estimulan unaampliavariedad de
tipos celulares. Hasta hoy se ha descrito un grupo de factores de crecimiento que han sido caracterizados
y sus genes clonados. Por |o general, son sintetizados en forma de largas mol écul as precursoras que
posteriormente son procesadas para dar lugar ala molécula madura. Entre estos tenemos, EGF,3-6 TGF
a (factor de crecimiento transformante a),7-9 CSF-1 (factor estimulador de colonias),10 TNF (factor de
necrosis tumoral),11.12 |L-1a (interleucina 1a),13 MCGF (factor de crecimiento de colonias de
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macrofagos).14

El estudio de los factores de crecimiento ha ocupado un lugar importante en la oncol ogia experimental
en |los ultimos afios. Actualmente surgen cada dia en la literatura mas datos clinicos que tratan de avalar
laimportancia de estas moléculas biorreguladoras en el diagndstico, seguimiento y tratamiento de las
neoplasias malignas.

« Estructuradel precursor del factor de crecimiento epidérmico

El EGF humano es sintetizado como una gran mol écula precursora3-6 por la traduccién de un ARNm de
4 800 bases que codifica para un polipéptido de aproximadamente 1 207 aminoécidos (aa). El dominio
extracelular es grande, tiene 8 regiones de secuencia parcia mente homologas a EGF maduro (fig.).
Cada uno tiene, aproximadamente, 40 aminoéacidos, incluyendo 6 cisteinas (Cys) espaciadas como en €l
EGF. El EGF maduro constituye solamente € 5 % de la molécula precursoray esta ubicado en €
dominio extracelular. Es un polipéptido de 53 aay su peso molecular es 6,2 kDa. El dominio
transmembrana esta formado por 25 aa, en su mayoria hidrofobicos, dispuestos en a-hélice. El dominio
intracelular es pequeiio y en @ esta ubicada la actividad tirosinaquinasa. La disposicion que adoptala
moléculadel precursor en lamembranaes N, - C;,,.3-6

Repeticiones similares a las
de la molecula de EGF
maduro

PS 1234 5678 EGFTM

Fig. Representacion esquematica del precursor del factor de crecimiento epidérmico (EGF). Las 2
regiones hidrofobicas, en el NH2-terminal y cercadel COOH-terminal, corresponden a péptido sefial
(PS) y a dominio de transmembrana (TM). Las 8 repeticiones similares EGF-like (ricas en Cys) a igua
gue el EGF maduro estan localizadas en el dominio extracelular del precursor.

En € raton, el EGF se sintetiza, a igual que en seres humanos, por medio de unalarga molécula
precursorade 1 217 aay su estructura es comparable con ladel EGF humano,15> mientras que en €
caballo aparece como un polipéptido de 53 aa, que presenta de un 60-70 % de homologia con € de las
otras especies ya descritas. El precursor estd formado por un transcripto de 4,9 kb, en el cual € EGF
maduro tiene un tamafio similar a de otras especies de mamiferos.16
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. Heterogeneidad de tamario y distribucién del precursor

El EGF estd ampliamente distribuido en casi todos los fluidos y secreciones corporales,17 se encuentran
altos niveles del mismo en orina, fluidosy secreciones mamarias, fluidos prostaticos y seminales, saliva,
l&grimas, liquido amnidtico, sudor de lamama, sudor de laaxilay jugo gastrico. En todos, excepto en €
jugo gastrico y en el sudor de la axila, donde sdlo habia EGF de 6,2 kDa, se encontraron otras moléculas
de EGF inmunorreactivo de = 300, 170, 150, 70 y 20 kDa. Los fluidos que presentan mayor
heterogeneidad son: orina, leche y plasma seminal.18. 19

En lasangre, los niveles de EGF maduro son bgjos, aungue también estan presentes formas de alto y
bajo peso molecular. Las formas de alto peso molecular constituyen el 40 % del total de EGF en sangre.
Se unen al receptor con una menor constante de afinidad aparente que e EGF maduro. El EGF es
liberado durante la coagulacion y las plaguetas son necesarias parala liberacion del mismo; aunque
existe poca correlacion entre el contenido de plaquetasy el EGF.20

En €l rifién y en la glandula mamaria es €l precursor de EGF € que se acumulay no laforma madura,
esto sugiere que el precursor por si mismo tiene funciones fisioldgicas adicionales.18 Este precursor
secretado es capaz de unirse a receptor y activar la actividad intrinseca tirosina-quinasa del mismo; lo
cual indica que no serequiere e procesamiento proteolitico completo del precursor para que se pueda
llevar a cabo lafuncion biologica.21. 22

En otras especies animales, ademés del EGF maduro de 6,2 kDa, también se han aislado formas de ato
peso molecular; por ggemplo en e ratdn se ha encontrado en la glandula submaxilar, en las células
tubulares del rifién y en la orina, bagjo condiciones que limitan la digestion enzimatica. Esto sugiere que
la orina contiene enzimas capaces de liberar el EGF maduro de 6,2 kDa de su precursor de alto peso
molécular.15> Otra fuente de obtencidn de precursor de EGF en el raton son las células alveolares de la
glandula mamaria durante la lactancia, periodo en €l cual lasintesis del mismo aumenta.23. 24

. Regulacion de laexpresion y la actividad del precursor

No se conoce con exactitud los factores que regulan la expresion del gen del precursor de EGF. Algunos
autores han descrito varios mecanismos que pudieran estar implicados en este proceso. 21, 25, 26 Uno de
estos mecanismos podria ser la unidn a otras moléculas, tanto de laforma secretada (bajo peso
molecular) como la asociada ala membrana (alto peso molecular), por g emplo launion al
glicosaminoglicano heparina. Un segundo mecanismo seria que las especies solubles de 160-170 kDa
del precursor existan en forma latente formando complejos con proteinas transportadoras. Esta forma
latente puede ser activada por proteasas extracelulares que liberarian una forma mas activa de este factor
de crecimiento.21

En cuanto a los factores hormonal es involucrados en la regulacion de la expresion, estos no estan bien
determinados; sin embargo, patrones temporales de expresion del precursor indican que las mismas
hormonas lactogénicas, como prolactinay glucocorticoides, que influyen en la expresion de caseina,
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probablemente influyan en la expresiéon del gen del precursor de EGF.23. 27

Se ha observado que los niveles de expresiéon de EGF aumentan en el epitelio glandular del endometrio
de yegua durante el embarazo; esto puede proporcionar un estimulo mitogénico para el endometrio y/o
trofoblastos y facilitar la diferenciacion placentaria. Alternativamente, el precursor podria estar
involucrado en el proceso secretor de las glandulas del endometrio el cual es necesario para producir la
leche uterina para el sustento fetal .16

En las ratas adultas se ha definido el papel de las hormonastiroideasy lahormonadel crecimiento (GH)
en laregulacion de la produccién del EGF renal .28, 29 En este model o se ha encontrado que los niveles
de EGF maduro, precursor de EGF y ARNm del EGF, disminuyen significativamente en € rifion de
ratas alas que se les ha practicado la hipofisectomia, comparados con los niveles en las ratas normales.
Estos niveles aumentan después de la administracion de la hormonatiroidea (T3) y de la GH. De esta
forma, la sola reposicion de estas hormonas es suficiente para potenciar la expresion de EGF. La
induccion de un estado de hipertiroidismo en ratas normales por lainyeccion de T3 aumenta los niveles
de EGF maduro y su precursor presente en las membranas de las células renales.28 Por el contrario, la
induccion de hipersomatotropismo en ratas normales por inyeccion de GH no afectalos niveles de EGF
maduro excretable 0 ARNm de EGF.29

. Procesamiento del precursor

En la glandula submaxilar de ratén han sido identificadas multiples calicreinas.30 La més caracterizada
en esta glandula es una proteina que se une al precursor de EGF, la que probablemente sea responsable
del procesamiento proteolitico del mismo. En el ratdn, las calicreinas son una subfamilia multigénica de
Serino-proteasas que pueden encontrarse en una gran variedad de tgjidos31 y presentan un ato
porcentaje de homologia.30 El sitio especifico de ruptura es en |os enlaces peptidicos que siguen alos
residuos de arginina (Arg), histidina (His), leucina (Leu), lisina (Lys). Algunas de estas enzimas
participan en el procesamiento postraduccional de hormonas polipeptidicasy factores de crecimiento.32
Laformacion de la molécula de EGF requiere laruptura de 2 enlaces peptidicos: Arg®77 — Asn978 (N-
terminal) y Arg1029 — His1030 (C-terminal). Se ha considerado que una o mas calicreinas puedan
hidrolizar € precursor de EGF para dar lugar ala molécula madura.3.33

Entre |as evidencias fundamental es que apuntan a definir que el precursor de EGF pudiera ser
hidrolizado por estas enzimas, tenemos que en la glandula mamaria de ratones durante el periodo de
lactancia se encontraron transcriptos de mGK-6 (calicreina) y lainmunorreactividad de este tipo de
enzimafue encontrada en el borde luminal de las células alveolares con un patrén de distribucion similar
al precursor de EGF.34 Deigual forma, aparecen calicreinas (rK1, rK7, rK10) en la glandula submaxilar
de ratas, donde son abundantes y estan colocalizadas con € EGF, sugiriendo que tales enzimas pueden
estar involucradas en el procesamiento del precursor.35

. El precursor de EGF en cancer
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El conocimiento acerca de los factores de crecimiento y su papel regulador en la proliferacion celular,
especificamente e EGF, permiten suponer que su cuantificacion en suero pudiera resultar interesante, no
solo para monitorear larespuesta al tratamiento oncoespecifico de |os pacientes, sino también para el
diagnostico precoz del cancer. En estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Fernandez
Minerva. Tesis de Diploma, INOR, 1994) se obtuvo gue los valores de EGF sérico de pacientes con
cancer de mama no diferian significativamente de los del grupo normal; 1o que muestra el pobre valor de
tales determinaciones, tanto para el diagnostico precoz como para el estadiamiento del cancer mamario.
No obstante, seriainteresante estudiar el valor de esta determinacion como posible marcador tumoral en
el monitoreo o seguimiento de larespuesta al tratamiento lo que permitira comprobar resultados
encontrados en trabgjos previos (Badia T. Tesis de Diploma, INOR 1991; Gonzalez J. Tesis de Diploma,
INOR 1992); asi como evaluar la utilidad de esta molécula en el diagndstico precoz de las recaidas de
los pacientes, que es una de las principales funciones de los marcadores tumorales ya utilizada en la
précticaclinica. Sin embargo, en orina de pacientes con una variedad de tumores malignos fue
encontrado EGF de bajo y alto peso molecular.36. 37

Especificamente, en la orina de pacientes con cancer de mama fue detectada una molécula de EGF de 43
kDa, esta molécula pudiera ser una forma parcialmente hidrolizada del precursor de EGF secretada por
el tumor, transportada por la sangre y excretada por € rifion o alternativamente sintetizada en el rifion en
respuesta a estimul os provenientes del tumor. Los valores més altos son detectados en pacientes que
presentan ganglios linfaticos positivos y un tamafio tumoral que excede los 3 cm.38

En tumores primarios de mama, se ha demostrado unarelacion inversa del receptor del crecimiento
epidermico (EGF) y el receptor de estradiol (RE), conocido marcador de buen pronostico y
hormonodependencia tumoral, el mismo también muestra una expresion mas frecuente en carcinomas
mamarios menos diferenciados y se havisto que, en las metastasis, la concentracion de este marcador
puede estar mas el evada que en los tumores primarios.

En estudios preliminares |levados a cabo en nuestro laboratorio (datos no publicados) en los cuales se
emplearon técnicas de inmunohistoguimicay Western Blotting en tegjido maligno y benigno de la mama,
Se usoO un anticuerpo monoclonal anti-EGF humano se encontré marcaje especifico al nivel de
membranay la presencia de una molécula de alto peso molecular. Sin embargo, en las muestras
provenientes de alguna patologia mamaria (entiéndase tejido tumoral o condicion displasica) utilizando
el Western Blotting, se observo en mayor o en menor grado un bandeo difuso que, en algunas ocasiones,
podria ser delimitado como 3 bandas situadas entre la region de aplicacion de lamuestray 116 400 Da.
Estas bandas pueden corresponder alaforma precursora del EGF anclada a la membrana, reportada en
membrana de células transfectadas con esta molécula;22 sin ser igual e comportamiento en tejido
normal de mama o en alguna afeccién de cabezay cuello. Estos datos obtenidos en nuestro laboratorio
junto con los resultados de Rall y otros3® demuestran la posible presencia del precursor de EGF en la
membrana de células de rifion y de mama, lo cual sugiere que este por si mismo pudiera desempefiar
algunafuncion fisioldgica importante. Por ello se piensa que si se demuestra lalocalizacion precisa de
este precursor, a igual que ha sido demostrada previamente la presencia del receptor de EGF y su
asociacion con el cancer de mama, pudieratener un impacto en lalocalizacion in vivo de tumores de
mama 0 sus metéstasis con € empleo de anticuerpos monoclonales marcados con radioisétopos como 99
mTc.40
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Al ser encontrado en el cancer de mama fundamentalmente, podemos plantear que el papel del precursor
del EGF, puede estar relacionado con estados proliferativosy servir, por tanto, como un posible
marcador tumoral asociado a estos procesos en la mama.

En la actualidad se ha venido observando que el nimero de casos de cancer de prostata haido
aumentando con €l tiempo, por tanto la busgueda de nuevas variantes diagnésticas y tratamientos mas
adecuados vadirigido ainvestigar las interacciones de diferentes proteinas entre ellas |os precursores de
EGF y otras moléculas relacionadas con |as rutas metabdlicas que intervienen en esta afeccion. De esta
forma se ha estudiado el papel de 2 proteinas, €l factor de crecimiento similar a factor de crecimiento de
union a heparina ( HB-factor EGF) y anfiregulina (ARP), ambas moléculas ligandos del receptor de
factor de crecimiento epidérmico y que son derivadas de |os precursores unidos a membrana pro-HB-
EGF y pro-ARPy su capacidad potencial para controlar el crecimiento celular de estas células de cancer
de préstata. Esta cobrando particular interés estudiar las proteinas que pueden interactuar con los
dominios citoplasmaticos de los precursores antes mencionados en diferentes |ocalizaciones tumorales
sefialadas anteriormente.41

Summary

The growth factors are afamily of molecules that stimulate cellular proliferation. Generally, these
factors are synthetized as large precursor molecules that are later processed by enzymesto giverise to
the mature molecule. The epidermal growth factors is among them. In most of the secretions and human
biological fluids, it has been found a great size heterogeneity in addition to the mature molecule of 6.2
kDa. In urine from patients with breast cancer, it was found an overexposure of low and high molecular
weight compared with the urine of sound women, which is a new way of research in the field of tumoral
markers. In other animal species, other forms of low and high molecular weight have been isolated, too,
and it has been defined that the processing occurs by serine proteasas, called callicreins.

Key words: Epidermal growth factor, precursor of the epidermal growth factor, low and high molecular
weight, biological fluids, callicreins, cancer.
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