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La aparicién de tumores mamarios en Medicina Veterinaria y en
Medicina Humana es de especial relevancia por cuestiones de
supervivencia y bienestar. Afecta mayoritariamente a las hembras. El
sucesivo incremento en el nimero de mujeres que ingresan en las
Fuerzas Armadas Espanolas hace que sea un tema a considerar como
componentes fundamentales en el engranaje militar. El objetivo de este
estudio es valorar la importancia de las modificaciones que aparecen en
el citoesqueleto celular (en particular a nivel de unos filamentos
intermedios denominados queratinas) a lo largo de los diferentes
periodos que sufre la glandula mamaria, haciendo hincapié en la
lactacion. De este modo se podra caracterizar la expresion y morfologia
de dichos filamentos en un estado fisiolégico en contraposicion con
estados patoldgicos, y asi establecer un método de diagndstico precoz
complementario a los utilizados en la actualidad. El diseno experimental
se ha basado en ratones, comparando los resultados con trabajos ya
existentes en humanos, relacionados directa o indirectamente. Los
resultados concuerdan con bastante exactitud con otros estudios
anteriores y paralelos.
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RESUMEN

La aparicion de tumores mamarios en Medicina Veterinaria y en Medicina
Humana es de especial relevancia por cuestiones de supervivencia y bienestar.
Afecta mayoritariamente a las hembras. El sucesivo incremento en el namero de
mujeres que ingresan en las Fuerzas Armadas Espafiolas hace que sea un tema a
considerar como componentes fundamentales en el engranaje militar. El objetivo
de este estudio es valorar la importancia de las modificaciones que aparecen en el
citoesqueleto celular (en particular a nivel de unos filamentos intermedios
denominados queratinas) a lo largo de los diferentes periodos que sufre la
glandula mamaria, haciendo hincapié en la lactacion. De este modo se podra
caracterizar la expresion y morfologia de dichos filamentos en un estado fisiolégico
en contraposicion con estados patolégicos, y asi establecer un método de
diagnodstico precoz complementario a los utilizados en la actualidad. El disefio
experimental se ha basado en ratones, comparando los resultados con trabajos ya
existentes en humanos, relacionados directa o indirectamente. Se ha desarrollado
en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Leén. Los resultados
concuerdan con bastante exactitud con otros estudios anteriores y paralelos; las
diferencias estribarian en modificaciones de pardmetros de especie, raciales o
generacionales. El estudio que se presenta puede servir como punto de partida
para aquellos cientificos interesados en este campo que lo quieran continuar. Como
dirfa el ilustre Capitan Médico don Santiago Ramoén y Cajal en su ingreso en la
Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales acerca de las obligadas
hipétesis de trabajo, éstas deben ser objetivas y comprobables por otros grupos de
investigacién, resolver inequivocamente las cuestiones iniciales propuestas y

sugerir nuevas controversias.

PALABRAS CLAVE: citoesqueleto, filamentos intermedios, mama, cancer.



INTRODUCCION

El cancer de mama es un problema de enorme transcendencia en la sociedad actual y,
por ende, en las Fuerzas Armadas. Afecta principalmente al género femenino. Este
céncer es uno de los primeros de incidencia en humanos; es el cancer maligno mas
frecuente en la poblacién femenina espafiola con una tasa de incidencia de 40-75
casos por cada 100 000 mujeres, siendo la primera causa de muerte por tumores en
mujeres en Esparia y la segunda en EEUU tras el cancer de pulmén. Aparece en casi
el 75% de las mujeres de mas de cincuenta afios y es de especial virulencia en edades
comprendidas entre treinta y cincuenta afios, la edad media de afectaciéon es de
cincuenta y dos afios. En el caso de varones solo se resefia una incidencia del 1%. Se
considera que en el 9% de los casos los carcinomas pueden tener un componente
hereditario. Es el responsable de casi el 30% de fallecimientos por causa de cancer,
aunque esta cifra estd disminuyendo poco a poco debido a los avances en deteccion

precoz, diagnésticos y en especial a los nuevos tratamientos.

El uso de la mamografia se justifica en el diagnéstico precoz del cancer de mama en
lesiones no palpables o como método de rastreo en mujeres asintométicas. Los
valores referenciados se explican por el hecho de la aparicién de otras técnicas unido
al desvio de pacientes a otros hospitales de caracter civil y al cierre de servicios en la
red hospitalaria militar, asi como a la falta de datos en algunos de ellos (estos dltimos

estan marcados en todas las tablas con una “X”).

Otros procedimientos como la estereotaxia suponen un menor trauma psicolégico,
conllevan un andlisis citohistolégico mas completo posterior y localizan lesiones més
dificultosas que no son visibles por ecografia. Estudios recientes sugieren la
importancia del tratamiento sobre la propia deteccion, asi como creen necesario
retrasar la edad para iniciar los chequeos a cincuenta afios. Gracias a ellos la

supervivencia se ve incrementada en un 25%.



Aun asi se tiene constancia de unos 20 000 nuevos casos cada afio en Espafa,
sobreviviendo casi el 80% de las mujeres tras cinco afios de haberse producido el
diagnéstico. La valoracion diagnédstica debe ser multidisciplinar, incluyendo una
exploracion fisica y mamografias, y si fuera necesario también biopsias, estereotaxia,
andlisis de marcadores tumorales, etc., aunque algunos autores desaconsejan la
realizacién de estudios genéticos de deteccion debido a su baja especificidad a la par
que otros los defienden. Paralelamente surgen técnicas experimentales cuyo fin es

acortar y suavizar el periodo postquirtrgico en tumores y otras patologias mamarias.

Los tratamientos varian segtn el individuo, el tipo y estirpe de cdncer mamario y su
expansion; la cirugia, radioterapia y quimioterapia dependen de cada caso concreto.
Se referencian casos donde una respuesta favorable inicial no revierte un posible
rechazo o una recidiva o el efecto nulo de paralizar el tratamiento antes de la
finalizacién indicada por el médico facultativo. Tumores histolégicamente similares
se pueden comportar de modo distinto, por ello el prondstico y el tratamiento son

dificiles de establecer.

Los hospitales militares resefiados son: Hospital del Aire (Madrid), H. M. Burgos, H.
N. del Mediterraneo (Cartagena), H. M. “O’Donnell” (Ceuta), H. N. de El Ferrol, H.
M. “Generalisimo Franco” (Madrid), H. M. del Rey (Las Palmas), H. M. C. “Gémez
Ulla” (Madrid), H. N. “Virgen del Carmen” de Marin, H. M. “Capitan Médico Pagés”
(Melilla), H. M. de Palma de Mallorca, H. N. “San Carlos” (San Fernando), H. M.
“Vigil de Quifiones” (Sevilla), H. M. “Vazquez Bernabéu” (Valencia), H. M. “Orad
Gajias” (Zaragoza), H. M. “Nuestra Sefiora del Carmen” (Madrid) y el Sanatorio de la
Marina “Los Molinos” (Madrid).



Tabla L Niimero de mamografias segiin el hospital militar (2004-2008)

2005
2006
2007

2008

12000 ~
10000 - EH. N. Cartagena
®H. M. Ceuta
8000 - " H. N. Ferrol
®H. M. C. Madrid
eoen =H. M. Melilla
4000 1 = H. N. San Fernando
I 1 =H. M. Valencia
2000 1 ®H. M. Zaragoza
3 _n_ul 1 I| Ml =Total

Figura 1. La prueba de mamografin en los hospitales militares espafioles

Desde que en 1988 se incorporara la mujer de manera efectiva al ambito militar en
Espafa, la tasa porcentual no ha hecho mas que ir aumentando hasta superar el 12%.
Por ello es necesario analizar esta patologia dentro del conjunto de las Fuerzas
Armadas con una proyeccién especial, ya que los hombres sufren en menor grado

esta modalidad de cancer en comparacién con las mujeres.



Destacamos diferentes datos relativos a hospitalizaciones por causa de tumores
malignos de hueso, tejido conectivo, piel y mama* (Anuario Estadistico Militar,
2000-2008). Sélo tenemos en cuenta este tipo de cdnceres en su etapa maligna ya
que las neoplasias de caracter benigno no estdn separadas por tipologia; pese a
ello, los datos son muy esclarecedores. En general, la casuistica se ha localizado
principalmente en los hospitales militares de San Fernando, Zaragoza y el “Gémez
Ulla” (Madrid). Si lo analizamos segtn la edad de los individuos (militares y
civiles) se aprecia con claridad cémo se ha ido incrementando la media de
afectacion superando abiertamente los cincuenta y dos afios. Més del 30% de los
casos se dan en individuos mayores de sesenta y cinco afios, y entre el 53% y el 89%
de los enfermos por este tipo de cancer tienen més de cincuenta y seis afios; su
incidencia ha disminuido en mas del 90% en pacientes con edades comprendidas

entre los cuarenta y los cincuenta y cinco afos.

Tabla Ila. Hospitalizaciones por tumor de mama* segiin hospital (2000-2008)

H. M.
Afo Burgos
2000 5
2001 6
2002 3
2003 0
2004 0
2005 0
2006 0
2007 0
2008 0




Tabla ITb. Hospitalizaciones por tumor de mama* segtin hospital (2000-2008)

Tabla IIL. Cincer de mama* segiin la edad en hospitales militares (2000-2008)




Han descendido también las muertes y los traslados a otros hospitales en los tltimos
afios, manteniéndose las altas hospitalarias por prescripcion médica. Los avances en
diagnéstico precoz, tratamiento y prevencioén, unidos a otros factores, estan dando
sus frutos. Si valoramos estas tltimas cifras y las comparamos con el sexo podemos
observar que los principales casos en pacientes menores de veinticinco afios tienen
lugar preferentemente en hombres. Por el contrario las mujeres padecen este cancer a
partir de esta edad, siendo su incidencia variable segin va progresando el tiempo

hasta centrarse en torno a los sesenta afios como media.

Las tablas presentadas en los hospitales militares espafioles nos acercan en cierta
manera a la situacién general de este problema, pues su dispersion es a lo largo de
toda la geografia nacional y a ellos acude personal civil y militar. A partir de las cifras
de afectados nos podemos hacer una idea de la enorme trascendencia que tiene y la

evolucion que sigue afio tras afio.

Tabla IVa. Casos segtin sexo y edad en hospitales militares (2000-2008)

2000 2001 2002 2003 2004

EDAD

<1 afio

2-12

3-18

19- 25

26-40

41-55

56-65

> 65
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Tabla IVb. Casos segtin sexo y edad en hospitales militares (2000-2008)

2005 2006 2007 2008

EDAD

<1 afio

2-12 afios

3-18 afos

19- 25 afios

26-40 afos

41-55 anos

56-65 anos

> 65 afos

La meta a la que pretendemos llegar surge de la comparacion de la casuistica en
humanos y en el ratén de laboratorio. Este es un modelo ideal para la investigacion
debido a su parecido en la morfologia y fisiologia glandulares, asi como a la
frecuencia de aparicién de tumores mamarios espontaneos, similar a la diagnosticada

en la especie humana.

Se puede observar el porcentaje del personal de Defensa que ha acudido a los
hospitales militares espafioles en comparacién con el civil. Hay una cifra considerable
de individuos que aparecen como desconocidos, por lo que los incluimos con el
personal no militar. Probablemente una parte de estos pacientes sean militares o
familiares de ellos. Con esto queremos decir que, a pesar de tener en cuenta unos

numeros de menor entidad, la relevancia de los casos de cancer de mama es enorme.
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Tabla V. Motivo de alta en enfermos de mama* en hospitales militares (2000-2008)

Tabla Vla. Estancias debidas a cincer de mama* en hospitales militares (2000-2008)




A partir del perfil de expresion de los filamentos intermedios (en especial del patréon
citoqueratinico) se pueden establecer analogias y diferencias entre tejidos sanos y
neoplasicos, también servir como primera etapa para categorizar el fenotipo tumoral.
La segunda parte consistirfa en avanzar en el andlisis mediante técnicas de Biologia

Molecular e identificar los genes implicados.

Se considera que todos los cdnceres, cualquier estirpe y tipo, tienen un origen
genético en su nivel celular por una acumulacion de alteraciones y mutaciones a nivel
de los genes que producen inestabilidad genémica y una pérdida del control sobre el
crecimiento, desarrollo y diferenciacion de la célula. No todas las alteraciones van a
desarrollar un cancer pues se necesitan entre tres y seis alteraciones en genes

reguladores para que tenga lugar una tumoracién.

Varios tipos de genes pueden ser los afectados, principalmente los genes supresores y
los genes reparadores. Un fallo en los primeros condiciona un crecimiento sin control
de una estirpe celular; una alteracién en los segundos ocasiona una amplificacién de
los errores del codigo genético. Existen dos tipos de terapias aprobadas en el contexto
asistencial que estan ofreciendo buenos resultados en la actualidad. Una de ellas
centra su diana terapéutica en los receptores de los factores de crecimiento que
conducen sehales del exterior al interior de la célula. Existe un anticuerpo
monoclonal que se dirige al gen Her-2 y bloquea estos receptores. En el cancer de
mama, entre el 15 y el 30% de los casos la célula tumoral emplea este receptor para su

crecimiento incontrolado.



Tabla VIb. Estancias debidas a cincer de mama* en hospitales militares (2000-2008)

Tabla VIL. Personal atendido en hospitales militares espaiioles (2000-2007)

14

Total

55312

52880

43831

32572

32117

35929

36589

32058




El epitelio mamario sufre cambios drasticos en respuesta a estimulos hormonales
durante la lactacion. Estas modificaciones se deben acompafiar de cambios
ultraestructurales a nivel del citoesqueleto celular. Los filamentos intermedios son
los elementos citoesqueléticos mdas resistentes, en comparacién con los
microttbulos y los microfilamentos, formando una red citoplasmatica que rodea al
nicleo y extendiéndose hasta la periferia celular e interaccionando con la
membrana plasmatica; ademas, regulan la localizacion de proteinas y la
transmisién de sefiales intracelulares. Ultimas investigaciones revelan un nuevo
papel de los filamentos intermedios siendo esenciales en el crecimiento celular y en
el tamafio por intervenir en la regulacion de la sintesis proteica. Los filamentos
intermedios son particularmente prominentes en el citoplasma de células que estan
sujetas a estrés mecdnico. La familia multigénica de este tipo de filamentos esta
formada por mas de sesenta componentes, que se pueden subdividir en seis
categorias sintetizadas en células tipo especificas, concordando con su homologia
de secuencia, su estructura génica y sus propiedades de ensamblaje; la quinta
categoria tiene sus propias particularidades. Esta especificidad es fundamental

para estudios de indole histogénico y diagnéstico tumoral.

Para determinar si la progresion del epitelio se acompana de cambios en la
estructura del citoesqueleto, en particular en las citoqueratinas, se han usado
métodos inmunohistoquimicos para estudiar la expresion celular y la distribucién
de las citoqueratinas en glandulas mamarias de ratones NMRI en varias etapas de
la lactacién y en glindulas mamarias en reposo. La familia de citoqueratinas
incluye un conjunto de diferentes polipéptidos de distintos pesos moleculares, que
constituyen el principal tipo de filamentos intermedios en la mayoria de células
epiteliales. La composicién de subunidades de citoqueratinas es extremadamente
heterogénea, variando con dependencia de la localizacion anatémica, el

crecimiento celular, el ambiente, el estado de diferenciaciéon y el momento de



desarrollo embrionario. La expresiéon de citoqueratinas en numerosos epitelios es
diferente en tejidos normales en contraposicion con la de tejidos tumorales, lo que
es un criterio diagnéstico muy efectivo con el uso de los anticuerpos anti-
citoqueratina apropiados y otras pruebas inmunohistoquimicas. Se encontraron
modificaciones en el patrén queratinico en distintos momentos: las citoqueratinas
5,14 y la vimentina, en todas las etapas; la citoqueratina 8 resulté positiva en todos
los periodos excepto durante la primera semana de lactacién; las citoqueratinas 6 y
16 fueron identificadas en las células mamarias en reposo, no en las glandulas
lactantes y la citoqueratina 7 dio positivo en éstas y negativo en las no funcionales.
Estos resultados demuestran que la expresién de citoqueratinas en glandula

mamaria de ratén esta sujeta a regulacién hormonal.

Poco se sabe sobre el comportamiento de los filamentos intermedios en la glandula
mamaria en lactacién. Debido a los cambios morfoldgicos y bioquimicos que se
detectan en la mama, el patrén de expresion de las citoqueratinas se ve alterado.
En este trabajo se muestran los resultados experimentales de los cambios que se
dan en la glandula mamaria de ratona (principalmente durante la lactacién) y que

se acompafian de alteraciones en la expresion del patrén citoqueratinico.



MARCO TEORICO
Caracteristicas del citoesqueleto celular

Las células eucaritticas tienen sus proteinas estructuradas en forma de esqueleto
celular, que es una formacién dindmica que modifica sus caracteristicas
morfoldgicas como consecuencia de cambios estacionales medioambientales. El
citoesqueleto, también denominado armazén o reticulo trabecular, estd constituido
por diferentes elementos, los microttibulos, los microfilamentos y los filamentos
intermedios. El tamafio de los primeros es de 22-25 nm de didmetro, tienen una
forma tubular y estan formados por tubulina. Si se realiza un corte transversal se
ve una estructura anular, mientras que tras un corte longitudinal se aprecian dos
lineas paralelas de unos 5 nm de grosor. En segundo lugar (aunque no por su
tamario) estan los microfilamentos, con unos 6 nm de diametro, sin forma tubular y
formados por actina. Al efectuar un corte transversal se aprecian puntos en lugar
de un anillo y, al hacer lo mismo longitudinalmente, lineas simples (en los
microtibulos eran dos pares de lineas). El tercer sistema incluye a los filamentos
intermedios, anteriormente englobados dentro del grupo de microfilamentos o
considerados como productos de degradacién de los microtibulos o de los
microfilamentos gruesos de miosina. Se caracterizan por ser los elementos
citoesqueléticos mas rigidos y resistentes, forman una red periférica al ntcleo y se
extienden alrededor de la célula. Su misién es proporcionar resistencia mecanica a
la célula e interaccionar con otros componentes del citoesqueleto, asi como regular

la localizacién de proteinas y la transmision de sefiales intracelulares.

Tras la aplicacion de nuevos métodos de solubilizacién de proteinas, técnicas
inmunocitoquimicas y microscopia electrénica se lograron identificar e
independizar en un tnico grupo, como determinantes estructurales celulares. Al

principio estos filamentos se denominaron segtin su localizacién principal; asi
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tendriamos los tonofilamentos (en las células epiteliales), los neurofilamentos (en
las neuronas) o los gliofilamentos (en las células de la glia), entre otros. Pero no
s6lo en estos lugares, también se han identificado en la mayor parte de las células,
como fibroblastos o células endoteliales; se encuentran dispersos
heterogéneamente en el citoplasma, con unas dimensiones, funcién y estructura

variables.

La secuencia aminoacidica forma una estructura tripartita comtn que consiste en
un dominio central a-hélice altamente conservado, con dos extremos [N-terminal y
C-terminal] y una gran variabilidad de secuencias de aminoacidos. Tienen un
didametro intermedio si los comparamos con los microtibulos y los

microfilamentos, entre 8 y 10 nm. Su funcién principal es meramente estructural.

Caracteristicas de los filamentos intermedios

Se sitian en diferentes tipos de células. Su expresion tiene lugar en localizaciones
especificas dentro del compartimento celular. Segin dénde se encuentren
podemos hablar de neurofilamentos (en las neuronas), gliofilamentos (en células
de la glia), citoqueratinas (en células epiteliales), filamentos de desmina (en el
musculo liso y estriado), filamentos de vimentina (en células mesenquimales,
principalmente), filamentos de periferina (en neuronas que emiten axones por el
sistema nervioso periférico) y laminas nucleares. Pero no son completamente
especificos de un tipo celular, pueden coexistir en un mismo sitio varios afines,

como las citoqueratinas y los de vimentina.

Estructuralmente son muy parecidos. La configuracién espacial de la molécula
polipeptidica es helicoidal con tres porciones que se despliegan; posee 310
aminoécidos y mide 48 nm de longitud. Cada molécula se une a otra similar dando

lugar a un dimero. La unién antiparalela de dos dimeros forma un tetramero. El



dimero tendria un grosor de 1.5 nm y el tetrdmero, del doble. Los tetrameros se
disponen alineados uno a continuacion de otro para formar subfilamentos o
protofilamentos, que se juntan para dar lugar al filamento intermedio basico. El
ensamblaje-desensamblaje de los filamentos intermedios tiene lugar mediante la
fosforilacion. No estéd clara la existencia de un centro organizador de filamentos
intermedios, bien sea comtin o especifico para cada una de las proteinas. Se conoce
la existencia de Proteinas Asociadas a Filamentos Intermedios (IFAP), que pueden
unir unos filamentos con otros entre si (como la sinemina, la paranemina o la
filagrina) o filamentos intermedios a microtibulos mediante las proteinas
asociadas de éstos (como la plectina). Ultimamente se ha identificado una proteina
nueva a la que se le ha denominado tricopleina, muy similar estructuralmente a la
tricohialina, la plectina y la cadena pesada de la miosina, y que une a las

citoqueratinas 8 y 18, asi como interactta con las citoqueratinas 5, 6a, 8, 14 y 16.

Clasificacion general de filamentos intermedios
Neurofilamentos

Estan constituidos por tres polipéptidos diferentes (de 65, 105 y 135 Kd), que son
los llamados NF-L, NF-M y NF-H, respectivamente. Se encuentran en las neuronas
y los axones del sistema nerviosos central y periférico. Tienen un didmetro de 10
nm. Cada neurofilamento se relaciona con su vecino a través de unas proteinas

asociadas. Su funcién es fundamentalmente estructural.

Gliofilamentos

Estan representados por la GFAP de 55 Kd. No se encuentran en todas las células
de la glia, s6lo en el citoplasma de los astrocitos y de algunas células asociadas a

éstos, de hecho en los oligodendrocitos no aparece. Este filamento es el responsable
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de modular el movimiento y proporcionar estabilidad estructural a los procesos
astrocitarios, aunque al carecer de las interconexiones que presentan los

neurofilamentos tienen menos movimiento. Son densos y su didmetro es de 8 nm.

Citoqueratinas

Estan constituidas por numerosas clases de proteinas fibrilares (40-70 Kd), 4cidas y
bésicas, con un didmetro de 8 nm. Constituyen el mayor subgrupo dentro de los
filamentos intermedios. Su funcién principal es proteger a las células epiteliales del
estrés mecanico. Ultimas investigaciones revelan un nuevo papel de los filamentos
intermedios (en particular la citoqueratina 17), siendo esenciales en el crecimiento
celular y en el tamafio por intervenir en la regulacién de la sintesis proteica. De
hecho hay diferencias en la expresién de dichas proteinas entre las distintas células
de un mismo vertebrado. Las citoqueratinas no son exclusivas de los epitelios
queratinizados, se encuentran también en la mayoria de las células epiteliales
incluyendo los endotelios, excepto en los epitelios glomerular, del cristalino o del
iris, entre otros. Esta proteina estd ligada a otra, la filagrina. Se trata de una
proteina estructural, asi como interviene en uniones entre células (desmosomas) y
es barrera de proteccién celular frente a ciertas agresiones externas. Estudios
realizados con difraccion de rayos X a principios de los afios cincuenta mostraron
que existia un patrén de citoqueratinas tipico del tejido epitelial. La composicién
de subunidades de citoqueratinas es extremadamente heterogénea, variando con
dependencia de la localizacién anatémica, el crecimiento celular, el ambiente, el
estado de diferenciacién y el momento de desarrollo embrionario. La expresion de
citoqueratinas en numerosos epitelios es diferente en tejidos normales si la
comparamos con los tejidos tumorales, lo que es un criterio diagndstico efectivo
con el uso de los anticuerpos anti-citoqueratina apropiados. Las denominadas

4cidas se engloban en el tipo I, y las bésicas en el tipo II.
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Filamentos de Desmina

Estan formados por la proteina desmina (52 Kd). Comparten localizacién con los
miofilamentos finos y gruesos en el masculo liso, aunque su funcién no tiene
relacion con la contraccion, sino con la inter-conexion. También se encuentran en
los miofibroblastos y en el musculo estriado. En este dltimo, los filamentos de
desmina son los encargados de unir los miofilamentos y rodear las lineas Z para
que puedan quedar al mismo nivel, asi como anexionar el reticulo sarcoplasmatico
y los tibulos T al sarcémero. Su principal funcién es la estructural, tanto en

musculo liso como en estriado. Tienen 10 nm de diametro.

Filamentos de Vimentina

Estén constituidos por la proteina vimentina (de 53 Kd). Se encuentran en células
mesenquimales, pero no exclusivamente aqui, también en células epiteliales,
células de Schwann o células de la glia. Su configuracién espacial es parecida a la
de las citoqueratinas, teniendo un nticleo como centro agregativo. Suelen aparecer
asociadas a las fibras de desmina, teniendo ambas la proporcién mas relevante

dentro de los filamentos intermedios. Tienen 10 nm de diametro.

Filamentos de Periferina

Estdn formados por una proteina similar a la vimentina (también de 57 Kd),
denominada periferina. Se encuentran en las neuronas cuyos axones se extienden
mas alld del sistema nervioso central, como las de los ganglios raquideos,
simpdéticos y parasimpdticos, las neuronas sensoriales y las motoras del asta
anterior de la médula espinal y de algunos ntcleos motores de los nervios
craneales, es decir, en el sistema nervioso periférico. Es un polipéptido de 57 Kd

parecido a la vimentina, con 10 nm de diametro.
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Laminas nucleares

Estan constituidas por tres tipos de polipéptidos (de 74, 72 y 62 Kd), dando lugar a
las laminas A, By C, respectivamente. Forman dimeros de laminina que se juntan a
su vez para dar lugar a redes trabeculares. A diferencia del resto de filamentos
intermedios, las ldminas se disponen en forma de malla o red, mientras que los
otros lo hacen en configuracién de haz. Son importantes en la organizacién nuclear

y cromatinica.

La familia multigénica de este tipo de filamentos estd formada por maés de
sesenta componentes, que se pueden subdividir en seis categorias concordando
con su homologia de secuencia, su estructura génica y sus propiedades de
ensamblaje; la quinta categoria tiene sus propias particularidades. Los tipos I-IV
incluyen filamentos intermedios citoplasmicos, mientras que el tipo V genera
filamentos nucleares. Siguiendo estos criterios se establece la siguiente clasificacién

de filamentos intermedios:

- TIPO I: Incluye las citoqueratinas acidas. Son un grupo de proteinas que forman
el citoesqueleto de los filamentos intermedios en las células epiteliales de
vertebrados, asi como de anejos cutdneos (pelo y ufias). Su peso molecular esta
entre 40-60 Kd. Tienen un punto isoeléctrico menor a 5.7, es acido. Dentro de este
grupo quedan englobadas las citoqueratinas 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20,23y 24.
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- TIPO II: Al contrario que las anteriores, aqui estan las citoqueratinas basicas. Son
diferentes a las de tipo I en caracteristicas de indole bioquimica, inmune, funcional
(en cuanto a capacidad de formacién de filamentos) y segtin su homologia de
secuencia. Su peso molecular es mayor que las de tipo I, entre 50-70 Kd, aunque las
citoqueratinas 10, 12 y 13 también poseen un Pm un superior a 50 Kd. Su punto
isoeléctrico es superior a 6 por lo que es basico. Estarian englobadas las

citoqueratinas 1, 2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 6¢, 7, 8, 76, 77, 78, 79 y 80.

- TIPO III: Es un grupo heterogéneo e incluye a los filamentos de vimentina,

desmina y gliofilamentos.

- TIPO 1V: Engloba los neurofilamentos y la a-internexina. Esta tltima se encuentra
en el sistema nervioso central (médula espinal y nervio 6ptico), y tiene un peso

molecular de 57-150 Kd.

- TIPO V: Aqui entran las laminas nucleares.

- TIPO VI: Incluye la proteina nestina que se encuentra en las células pluripotentes
de los neuroepitelios, concretamente en la cresta neural, asi como en el masculo
estriado. Esta implicada en el crecimiento axonal en grosor. Su Pm es de 66 Kd.

También estarian incluidas la sinemina, la paranemina y la tanabina.
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Tabla VIIL. Filamentos intermedios

Neurofilamentos 65,105y 135 10 Neuronas

Gliofilamentos 55 8 Astrocitos

Fil. de Desmina 52 10 Células musculares
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Figura 2. Estructura las queratinas de tipos I y II (Omary et al, 2009)
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Los grupos que nos interesan para este estudio son los tipo I y II, en los que se
encuentran las citoqueratinas, proteinas responsables de la formacién de los
filamentos intermedios de células epiteliales. Diversos rasgos distinguen las
citoqueratinas de otros filamentos intermedios, su expresion preferente en células
epiteliales y su estructura, pues son heteropolimeros obligados no covalentes que

incluyen al menos una queratina del grupo Iy otra del grupo I

Las queratinas expresadas principalmente en epitelios simples son llamadas SEK’s
(Queratinas de Epitelios Simples) y aqui se engloban la 7, 8, 18, 19, 20, 23 y 24.
Ademas, estas SEK’s también se pueden encontrar en tejidos con epitelio
estratificado (por ejemplo las citoqueratinas 7 y 19 en el epitelio vesical) o en otros
tejidos como el muscular (queratinas 8 y 19). En la glandula mamaria podemos

encontrar distintas SEK’s.

Tabla IX. Localizacion de las SEK’s en tejido mamario

DISTRIBUCION DE SEK’s

TEJIDO NORMAL X 5 X 7 8 14 | 15 | 17 | 18 | 19

TEJIDO NEOPLASICO 4 5 6 7 8 14 | X |17 | 18 | 19

La principal funcion de las SEK’s es servir como protectores celulares evitando en
cierta medida la apoptosis y proporcionando una integridad mecénica

fundamental.

Las citoqueratinas en general proveen una estabilidad citoplasmica basica, esto se
debe a su gran flexibilidad que puede resistir grandes deformaciones si las
comparamos con otras proteinas citoesqueléticas, unido a su habilidad para poder
estirarse hasta tres veces su longitud original antes de fragmentarse. Su existencia

estd relacionada con la localizacién y la funcién de orgédnulos celulares; la rotura de
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éstos (como el aparato de Golgi o las mitocondrias) se vincula con la apoptosis y es
un factor critico en desérdenes patogénicos. Las queratinas (en concreto las SEK’s)
inducen cambios en la apoptosis, modulan la sintesis proteica, contribuyen a la
polaridad epitelial y regulan las interacciones con un incremento de la seleccion de

proteinas asociadas (IFAP).

La generaciéon de ratones transgénicos y silenciados para las SEK’s (“SEK
knockout”) son esenciales para obtener informacién de la funcién citoqueratinica
in vivo y son muy utiles para la identificacién de enfermedades relacionadas con
mutaciones en los genes que codifican para las mismas, siendo diferentes los
cambios si los comparamos en otras queratinas. Hasta el momento las tnicas SEK’s
que no han sido descritas en modelos de experimentacién animal son las
citoqueratinas 7 y 23. Los porcentajes de solubilidad o el nivel de expresién son

variables ttiles para diferenciar entre SEK’s y otras queratinas.

Aparte de las enumeradas, se han encontrado isoformas de las mismas, lo que
harfa indicar la existencia de mayor nimero de queratinas y una expresion propia
para cada tejido o tipo celular, lo que conlleva cierta especificidad funcional. Por
ejemplo, en el genoma de ratén se conocen isoformas de la citoqueratina 6 como la
6a, 6b, 6c o 6hf; cuando los genes que codifican para las isoformas 6a y 6b se
encuentran silenciados, el desarrollo de la glandula mamaria parece normal, pero
en realidad la pérdida de la expresién de estas dos isoformas citoqueratinicas lleva
a un incremento en el nimero de células positivas a receptores para esteroides, a
una hiperproliferacion y a un descenso proliferativo subsecuente a la exposicion a

dichos esteroides.

Dependiendo del momento de desarrollo hay predominancia de unas
citoqueratinas sobre otras e incluso una interconversion; las primeras que se
expresan son la 8, 1a 18 y la 19, pero hay un cambio durante el desarrollo del feto,

por un lado los epitelios simples presentan las variedades 7, 8, 18 y 19, los epitelios
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més complejos (como el pseudoestratificado o el de transicion, por ejemplo)
expresan la 4, 5, 6, 8, 13, 14, 15, 17, 18 y 20 y, por ultimo la epidermis y algunos
epitelios (como el de la boca o la vagina), la1,2,5,9,10,11 y 16.

Debido a su gran diversidad estructural, en ntimero y su expresion especifica
tisular, las citoqueratinas sirven como marcadores histolégicos tumorales
importantes y una gran significacion durante la embriogénesis y en condiciones de
estrés: en la embriogénesis la expresion de las citoqueratinas de tipo II precede a
las de tipo I, aunque los componentes de ambas familias se requieren para formar
los filamentos intermedios; las condiciones de estrés afectan en mayor medida, no
s6lo en cuanto al perfil o patron de expresion citoqueratinico, sino también al nivel

expresivo e induce cambios posteriores en el ensamblaje.

Los filamentos de citoqueratina de tipo I y los de tipo II estdn siempre en nimero
equivalente formando dimeros y tetrdmeros. Es decir, son heteropolimeros
obligados que requieren la presencia simultdnea de polipéptidos de tipo I y de tipo
II para la formacién de filamentos. El ensamblaje de las proteinas para dar lugar
filamentos es un proceso complejo, se sabe que inicialmente se constituyen los

dimeros y luego, a raiz de éstos, los tetrameros.

Expresion de las citoqueratinas en la glandula mamaria

Las citoqueratinas estan presentes en células epiteliales; cada tipo epitelial presenta
un patrén genuino de las mismas. La asociacién entre las diferentes proteinas da
lugar a heterodimeros y tetrdmeros, pero dicha unién no es al azar, las
combinaciones estan determinadas. Asi por ejemplo, las citoqueratinas 1 y 2 se
asocian con la 10; 1a 5 con la 14; la 6 con la 16 y la 17, y la 8 se une a la 18. De ahi el

término de pares de citoqueratinas, acuiiado en los afios ochenta.
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Ademas, estos pares de proteinas se localizan en regiones concretas, como las
citoqueratinas 8 y 18, que suelen presentarse en epitelios simples, o la 5 y la 14,
propias de la capa basal de epitelios estratificados. En el epitelio estratificado, a
medida que las células migran desde la capa basal hasta la superficie, sufren
procesos de diferenciaciéon cesando la expresién de estas citoqueratinas y
comenzando a sintetizarse otros pares especificos, es decir, hay un cambio de
expresion debido a la diferente situacién, tipo celular y condiciones

fisiopatoldgicas.

De hecho en la epidermis se sintetiza la citoqueratina 1 y la 10, en la cérneala 3 y la
12, en el eséfago la 4 y la 13, en la epidermis palmo-plantar, la 9 y en los brotes
terminales, la 6. El endotelio corneal, formado por una capa tinica de células planas
hexagonales, también expresa el complejo 8/18. Regiones de epidermis
especializada muestran por tanto distintos patrones de diferenciacién celular y

expresan citoqueratinas especificas.

Un ejemplo de cambios derivados de condiciones fisiopatoldgicas tiene lugar
cuando hay fenémenos hiperproliferativos, sintetizdindose en la epidermis
citoqueratina 6 y 16 en lugar de las normales 1 y 10. Estudios en mama de ratona
en distintas fases de desarrollo resaltan que cada tipo epitelial mamario posee un
patrén caracteristico de citoqueratinas que no sufre variacién alguna dependiendo
de la etapa. Como complemento estd la proteina vimentina, que se expresa en el
estroma glandular. En los distintos tipos de células epiteliales mamarias se

expresan a la vez citoqueratinas tipicas de epitelios simples y estratificados.

El desarrollo de la glindula mamaria de ratén ha sido analizado
inmunohistoquimicamente usando anticuerpos monoclonales para células de
superficie y proteinas de la membrana basal, asi como un anticuerpo policlonal
antiqueratinico, identificando tres tipos celulares basicos: basal, mioepitelial y

epitelial (este dltimo dividido en luminal tipo I, luminal tipo II y alveolar).
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Se pueden establecer analogias con otras especies como la humana, donde se han
identificado las citoqueratinas 5, 7, 8, 14, 15, 16, 17, 18 y 19. Mediante Western
blotting e inmunofluorescencia se detecta la citoqueratina 14 en células
mioepiteliales y en tejido mamario lactante y en reposo, mientras que hay
negatividad para la citoqueratina 7 (que aparece débilmente tefiida con

anticuerpos especificos en las capas basales).

Las citoqueratinas 8, 14, 15, 16, 18 y 19 se encuentran en células epiteliales

luminales.

En los conductos terminales, las células luminales expresan también las

citoqueratinas 14, 15, 16 y 19.
La citoqueratina 13 no esta presente en el epitelio glandular humano.

Los resultados de estos estudios indican que los patrones de expresion de los
filamentos intermedios estan alterados en la glandula mamaria humana lactante, y

que esto puede reflejarse en toda la glandula funcional.

En rata dividimos la glandula en cuatro tipos celulares: luminales tubulares,
luminales alveolares, mioepiteliales y basales. Encontrarfamos una serie de

citoqueratinas entre las que resefiamos la 5, 7, 8, 14, 18 y 19.
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MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental
Animales de experimentacion

Para realizar el estudio de los posibles cambios que se producen en el citoesqueleto
mamario a lo largo de la lactacién, utilizamos como animal de estudio al ratén
(Mus musculus). Comenzoé a ser utilizado como animal de investigacion en el S.
XIX. El espécimen de ratén utilizado fue el NMRI. Es un ratén albino “Swiss”
ideal para investigaciones en los campos de la Fisiologia, Histologia, Oncologia,
Farmacologia y Toxicologia. Se mantuvo como linea pura hasta los afios
cincuenta y fue muy usado en el Naval Medical Research Institute (de ahi vienen
las siglas). Posteriormente se introdujo en el Instituto Central del Laboratorio de
Reproduccion Animal de Hannover por Charles River Laboratories en 1979 y
desde entonces su cria y exportaciéon se localiza en Francia y Alemania. Es
idéneo por su prolificidad y adaptabilidad a diferentes ambientes. Suelen vivir
entre 2-3 afos y su peso medio es de 20-40 gramos. Sus constantes fisiolégicas
son: frecuencia cardiaca de 500-600 ppm, frecuencia respiratoria de 100-250 rpm
y temperatura rectal de 37,5°C. La ratona es una hembra poliéstrica con un ciclo
estral de 4-5 dias, un celo de 14 horas y un periodo gestacional de 19-21 dias. En el
experimento se utilizaron cuarenta hembras gestantes de ratén (ocho por cada
periodo de estudio), que fueron separadas en el momento del parto y mantenidas
con sus crias permitiendo asi el inicio de la lactacién. Estuvieron controladas con
ciclos de iluminacién-oscuridad de 24 horas a 22-23 °C. La comida y la bebida no
fueron restringidas; de media ingirieron unos 5 gramos de pienso y 5 mililitros de
agua al dia. El alojamiento no presentaba un area inferior a 180 cm?, con una altura

minima en la jaula de 12 cm.
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Momento de sacrificio de los animales

Los sacrificios se realizaron mediante desnucamiento cervical, los animales eran
pesados y se procedia a la necropsia. Las glandulas mamarias fueron seccionadas
en sentido perpendicular a la piel para observar, localizar y describir posibles
lesiones. Se realiz6 el proceso en cuatro fases: 1%, 2%, 3? y 4% semanas de lactacion, y

en la 5% semana postparto (semana postdestete).

Procedimientos inmunohistoquimicos

Las gldndulas mamarias fueron extirpadas, congeladas en nitrégeno liquido y
almacenadas a -70 °C. Las secciones de tejido fueron cortadas con el criostato a 5
pm de espesor. Aproximadamente se congelaron fragmentos de 5 mm3. Estos
fragmentos se introdujeron en tubos “eppendorf” a los que se habia afiadido
previamente una base de “Tissue Tek O.C.T. Compound” (Sakura, Finetek), y se
congelaron en nitrégeno liquido. La fijacién se llevé a cabo en formol tamponado
al 10% durante 24 horas. Fueron incluidos en parafina y seccionados a 4 um. Las

secciones se fijaron con hematoxilina y eosina.

Anticuerpos Mono y Policlonales Anti-Queratina

La expresion de los subtipos de queratina fue evaluada mediante seis anticuerpos
diferentes en secciones congeladas usando inmunofluorescencia indirecta. Se
utilizaron antisueros procedentes de ratén, conejo y rata (Jackson Inmunoresearch
Company). El de rata se unié con FITC y el de ratén y conejo reaccioné con el Texas
Red. La vimentina se estudié usando el kit comercial de streptavidin-biotina de
Santa Cruz Immunolabs, con tejidos incluidos en parafina. Las secciones tefiidas se
catalogaron como resultado negativo (-) [arreactivas], débilmente reactivas (+),

moderadas (++) y con gran reactividad (+++).
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RESULTADOS
Técnicas utilizadas
Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Mediante esta técnica de elevada sensibilidad, los anticuerpos especificos no
marcados se unen en una primera etapa al antigeno para, en un segundo paso,
incorporarse al anticuerpo marcado con el fluorocromo. El antisuero no se marca,

sino que se emplea con un fluorocromo en una etapa posterior.

Fijamos los cortes histolégicos con acetona y efectuamos tres lavados con PBS 1X,
pasando de -20 °C a temperatura ambiente, y dejando incubar en suero positivo (a

los anticuerpos secundarios) a 37 °C, 20 minutos.

Tras este tiempo se retira el suero y se vuelven a incubar durante 2 horas en la
misma camara los cortes en PBS mas BSA (1%) y azida sédica (0.02%), donde

estara presente el anticuerpo primario (de raton, rata o conejo).

Finalmente procedemos al lavado con PBS y la ultima incubacién con los
anticuerpos secundarios unidos a los fluorocromos FITC y Texas Red, durante una
hora en iguales condiciones de temperatura, tras lo cual se vuelve a lavar con PBS
y preparar el cubreobjetos con Mowiol (Calbiochen). De este modo los anticuerpos

deben reconocer las citoqueratinas 1, 5, 6, 7, 8, 13, 14, 16 y 19.

La 1 se veria en el epitelio estratificado queratinizado; la 5 y la 14 en el estrato basal
de epitelios estratificados; la 7, 8 y 19, en epitelios simples, y la 13 en epitelios

estratificados no queratinizados.
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Doble Inmunofluorescencia Indirecta (dIFI) y ABC-Peroxidasa

Su finalidad fue reconocer las citoqueratinas 5, 6 y 8. Se diferencia de la técnica
anterior en que las dos dltimas incubaciones implicaron el uso de mezclas de
anticuerpos primarios (TROMA 1, anti-CK5 y anti-CK6) y secundarios con el
fluorocromo (FITC y Texas Red). De esta forma se ve la expresién de estas tres

citoqueratinas en sus respectivos tipos celulares.

La ABC-Peroxidasa posee una elevada sensibilidad. El sitio de unién de la avidina
libre sirve para que el anticuerpo biotinilado se fije, dejando el complejo avidina-
biotina-peroxidasa completo. Como anticuerpo primario utilizamos Monoclonal
Anti-Vimentin (Sigma Aldrich) derivado del hibridoma LN-6 y como anticuerpo

secundario, Antimouse biotinilado (Santa Cruz Biotechnology Incorporated).

Estudio de los filamentos intermedios durante la lactacion

El objetivo experimental fue el anélisis del patrén de expresién citoqueratinico en
glandulas mamarias de ratona en los periodos de lactacién y de reposo. Para ello se
llevé a cabo una técnica de inmunofluorescencia. Se presentan los resultados para

las diferentes citoqueratinas dependiendo de la etapa de estudio.

El patrén de expresion para la citoqueratina 5 es similar en glandulas funcionales y
no funcionales en la primera semana en lactacién. La mayoria de las tinciones se
encontraron en las células mioepiteliales y basales, mientras que las células de los
conductos secretores y las alveolares fueron claramente negativas. Las células
mioepiteliales reaccionaron con intensidad al anti-CK5 durante la etapa en
lactacién, pudiendo observarse las proyecciones citopldsmicas caracteristicas de
este tipo celular rodeando al alveolo mamario. Las células basales de los conductos
excretores dieron positivo a la reaccion en glandulas mamarias lactantes y en

reposo.
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En algunos casos la citoqueratina 7 se detect6 en tejidos procedentes de glandulas
mamarias en lactaciéon; las células positivas eran tanto las que revisten los

conductos excretores como las alveolares.

El ntmero de positivos fue reducido, pero siempre presentaron una reactividad
alta con una fuerte fluorescencia. Con respecto a las glandulas de la quinta semana,
se encontraron respuestas positivas aisladas en el alveolo, aunque en dos de los

animales analizados esta queratina fue hallada en todas las células ductales.

Tabla X. Denominacion de las citoqueratinas (Aquino y Jurado, 2008)

{ B
TIPOI TIPOII
Denom. previa Denom. actual Denom. previa  Denom. actual

Ko Ko K1 K1
K10 K10 K2 K2
K11 K11 K3 K3
K12 K12 K4 K4
K13 K13 K5 K5
K14 K14 Kéa K6a
K15 K15 Ké6b K6b
K16 Kl6 K6eh Kée
K17 K17 K7 K7
K18 K18 K8 K8
K19 K19 K2p K76
K20 K20 Kl1b K77
K23 K23 K5b K78
K24 K24 Kel K79

L Kb20 K&0 y
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El anticuerpo LP1K que reconoce a la citoqueratina 7 aparece en células aisladas
durante los cuatro primeros periodos de estudio, la positividad corresponde tanto
a células alveolares como a células que revisten los conductos excretores; el
nimero de células positivas resulté6 muy escaso, pero la intensidad de su
fluorescencia fue grande. Los resultados obtenidos con LP2K (que es especifico
para la citoqueratina 19) fueron mas difusos y solamente unas pocas células

luminales tubulares dieron positivo en alguno de los individuos.

La citoqueratina 8 fue reconocida mediante el anticuerpo monoclonal TROMA 1.
Se observé una clara respuesta, con una distribucién homogénea tanto en células
secretoras alveolares como las que revisten los conductos en la glandula mamaria
durante la segunda, tercera y cuarta semana en lactacién. En tejidos mamarios
obtenidos durante la quinta etapa, hubo una intensa reactividad en células de la
luz de los conductos, y en ocasiones en algunas células alveolares en regresién. Sin
embargo no se encontraron células en tejidos procedentes de glandulas mamarias

en la primera semana de lactacién.

Las citoqueratinas 6 y 16 fueron identificadas con una fluorescencia débil en las
células mamarias en reposo, no en las que estaban en lactacién. Para la
citoqueratina 16 (revelada con LLO25), algunas células resultaron positivas
durante la primera y tercera semanas en lactacién, pero fue un hecho aislado, pues
no estuvo presente en todas las muestras analizadas y hubo heterogeneidad
dependiendo de los individuos. Estas citoqueratinas son caracteristicas de células
suprabasales y de queratinocitos en proliferacién, y han sido encontradas también

en algunos epitelios estratificados.

Respecto a la citoqueratina 14, los anticuerpos anti-CK14 produjeron una reaccién
moderada en células acinares y ductales. La capa basal de las células epiteliales de
los conductos resulté ser negativa en los cuatro periodos en lactacién en todas las

muestras analizadas. No hubo diferencias significativas al utilizar el método de
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tincién LLOO1. En las muestras procedentes de la quinta semana no se localizaron

células con reaccién positiva clara.

Las células mioepiteliales expresan las citoqueratinas 5 y 14. La citoqueratina 8 no
se pudo detectar en los individuos durante la primera semana de lactacién, lo que
implica que la existencia de cambios morfoldgicos en el inicio de la lactacién
origina modificaciones en el citoesqueleto celular llevando, en este caso, a un
solapamiento de esta citoqueratina, caracteristica de epitelios simples glandulares.
Del mismo modo las citoqueratinas 1 y 13 resultaron negativas en todas las fases

del estudio.

Tabla XI. Expresion de las citoqueratinas en varios tipos celulares

TIPO CELULAR
Semanas Células Células alveolares de Células Células
postparto | mioepiteliales los conductos luminales basales
1 CK14, CK5 CK7 CK7 CK5
2 CK14, CK7 CK7 y CK8 CK7 y CKS CK5
3 CK14, CK5 CK7 y CK8 CK7 y CK8 CK5
4 CK14, CK5 CK7 y CK8 CK7 y CK8 CK5
5 X CK7, CK8, CK16 y CK6 | CK7y CK8 CK5

Paralelamente al curso de las fases se pudo apreciar un incremento del ntimero de
células positivas a la citoqueratina 7, llegdndose a detectar en todas las células de
los conductos excretores. Esto recalca lo sefialado antes, aunque no puedan
detectarse diferencias entre células de los conductos excretores en un estudio
convencional, hay cambios en el citoesqueleto celular que se muestran mediante

inmunohistoquimica, sin obviar el momento funcional en el que se encuentre.
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DISCUSION

La caracterizacién inmunofenotipica de la tipologia celular en la glandula mamaria
provee informacién en cuanto a los procesos de diferenciacién, la dinamica e
interaccion celular y el efecto de las hormonas en el desarrollo de la propia
glandula (Fernandez y Russo, 2010). En secciones histolégicas, la glandula
mamaria lactante de ratona estd principalmente constituida por tejido adiposo con
conductos y l6bulos alveolares dispersos. Un gran nédulo linfatico estd presente en
el medio de la almohadilla mamaria. El desarrollo 16bulo-alveolar alcanza su
maximo punto durante la prefiez y la lactacion. Tras éstas, decrece; la glandula
mamaria en reposo estd compuesta fundamentalmente por conductos y pequefias
ramas terminales. La interpretacion de los resultados indicaria que el
compartimento de la luz de los conductos estd compuesto por una gran
variabilidad celular, la diferenciacién se logra mediante cambios evidentes en la
coloracién con los elementos empleados, el grado de marcaje de casi todas las
citoqueratinas del estudio depende de la fase de desarrollo de la glandula mamaria
y la naturaleza de las citoqueratinas expresadas en células de la luz y basales esta
conservada a través de todo el drbol mamario, aunque los niveles de expresién
dependen de su localizacion especifica. La cantidad de marcadores de
diferenciacion expresados por las células de la luz de los conductos y las basales
(Painter, Clayton y Herbert, 2010) fue incrementando paulatinamente durante la
morfogénesis mamaria. La pubertad esta asociada con el comienzo de la expresién
de la citoqueratina 5. Es interesante saber que las células basales adquieren su
fenotipo contréctil (por la expresion del complejo SMA) antes que se establezca el

patrén citoqueratinico.
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Las células mioepiteliales de la ratona durante la pubertad y posteriormente
pueden diferenciarse de las células de la luz de los conductos ya que expresarian la
citoqueratina 5, un rasgo ya identificado en humanos y en ratones usando
anticuerpos menos especificos y secciones histolégicas congeladas. En nuestro
caso, las células mioepiteliales de todas las glandulas en lactacién expresaron la
citoqueratina 14 (tipica de epitelios estratificados), pero con el anticuerpo usado no
se detect6 su expresion en las células basales de los conductos en ninguna de las
etapas. Estos resultados concuerdan con otros anteriores (Bassler y Katzer, 1992;
Sapino et al, 1993). Por el contrario, Lichtner (1991) encontré en glandula mamaria
de rata esta citoqueratina tanto en células mioepiteliales como en células basales,
en glandulas lactantes y en reposo. Las citoqueratinas 14 y 6 son detectadas en el
tejido epitelial de ratén, principalmente en casos de neoplasia. La 6 estd confinada
a una pequefia cantidad de células epiteliales mamarias asociadas con el
crecimiento de los brotes terminales y del epitelio de la luz de los conductos,
mientras que la 14 aparece expresada especialmente en células mioepiteliales
(Zhang et al, 2003). Estudios posteriores que se reflejan mas adelante sefialan otros

resultados en la citoqueratina 6.

Con respecto a la citoqueratina 5, los resultados obtenidos muestran que esta
proteina es expresada en células mioepiteliales y basales de los conductos. Es
caracteristica de epitelios estratificados. Esto también se refleja en otros estudios de
raton, rata, felinos y humanos (Ivanyi et al, 1992). Se observa que las células
mioepiteliales expresan la citoqueratina 5 en la fase lactante. Las proyecciones
citoplasmaticas tipicas de estas células (llamadas comtnmente “basket cells”) se
reflejaron perfectamente. No debemos olvidar que las citoqueratinas 5 y 14 se
suelen encontrar en la capa basal de la epidermis y en anejos organizindose
formando una pareja en forma de grandes filamentos (Lee y Coulombe, 2009). El

marcaje de estas dos citoqueratinas, consideradas marcadores celulares, se ha
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detectado en células de los grandes conductos en humanos. Smith (1990) también
identificé la citoqueratina 14 marcada, aunque su patrén era mds importante al
principio de la prefiez, y estaba limitado en las glandulas mamarias prepuberales y
puberales. La expresiéon de estas dos citoqueratinas debe ser asincrénica durante el
desarrollo mamario, detectdndose la citoqueratina 5 como muy pronto a los 21 dias
de edad; esto puede ser debido a que esta tltima no sélo se una a la 14, sino a otras

citoqueratinas mediante proteinas (Matsumoto, 2003).

La citoqueratina 8 apareci6é clara y uniformemente distribuida en la glandula
mamaria durante la segunda, tercera y cuarta semanas de lactacién, y la quinta
postparto. Las células positivas a la reaccion fueron las alveolares y las de la luz de
los conductos. Sin embargo no se reconocieron en la primera semana de lactacion.
Esto contrasta con resultados publicados anteriormente donde la expresion de esta
citoqueratina ha sido detectada en ratones y ratas; las razones de esta discrepancia
pueden deberse a la técnica empleada. Podria ser que en la primera semana de
lactacion, durante los cambios fisiolégicos controlados por el estado hormonal,
hubiera alteraciones en la estructura celular que supusieran una inaccesibilidad de
esta proteina al anticuerpo utilizado en este estudio. Es tipica de epitelios simples.
Las células de la luz de los tabulos han sido igualmente positivas en otros estudios
a la citoqueratina 8 (unida a la 18 mediante las proteinas de unién ya
mencionadas). Igualmente en el caso de humana (Michalczyk et al, 2001).
Asimismo unas pocas células suprabasales podrian parecer positivas a la reaccién,
pero no de una forma clara, lo que se debe a su localizacién y tamario, asi como su
diferenciacion segtiin la etapa de estudio (Ersahin et al, 2010). El complejo de
citoqueratinas 8/18 es considerado un marcador especifico de células de la luz de
los conductos y de epitelios simples de humana, algo que puede diferir si lo
comparamos con un estudio en ratones, debido principalmente a los anticuerpos

que reconocen proteinas diferentes. El patron de expresion de las citoqueratinas 8 y
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18 puede ser actualmente monitorizado mediante ingenieria transgénica en ratones
a partir de una proteina verde fluorescente bajo el control del promotor de una de
dichas citoqueratinas (Renou et al, 2003); este es un hecho fundamental para el

avance en el estudio de estos filamentos (Jirsova et al, 2007).

La citoqueratina 7 fue positiva en todas las etapas de estudio; los resultados
obtenidos para la citoqueratina 19 no fueron claros con el anticuerpo utilizado.
Esto coincide con estudios efectuados en glandula mamaria de humana por
investigadores anteriores, aunque éstos si obtuvieron resultados claramente
positivos para la citoqueratina 19 en células alveolares y de la luz de los conductos
(Dairkee y Heid, 1993; Su, Morgan y Lane, 1996). Se puede deber a que el
anticuerpo empleado no fuera el adecuado y diera falsos resultados. La positividad
se mostrd en algunas células dispersas de la luz de los conductos correspondientes
a la primera semana de lactacién y a la quinta postparto. Un incremento en el
numero de células positivas para la citoqueratina 7 se observa a medida que la
lactacion progresaba, hasta que se completa en todas las células de los conductos
mamarios. Significa que aunque no se encuentren diferencias a nivel histolégico si
existen cambios en el citoesqueleto celular que pueden ser debidos a la distinta
capacidad funcional celular, segun la variabilidad del patrén citoesquelético. La
citoqueratina 7 es considerada uno de los marcadores mas importantes de
diferenciacion ductal, siendo expresada en carcinomas mamarios. Junto con la
queratina 20 es muy util en el diagndstico de canceres de dificil deteccién por estar

poco diferenciados.

Los resultados obtenidos para las citoqueratinas 6 y 16 se restringieron a algunas
células en reposo, asi como a un pequeiio nimero de células catalogadas como
positivas durante la primera y tercera semana en lactacion. Anteriormente ya se
habia dicho que la citoqueratina 16 es un claro constituyente de las células de la luz

de los conductos en glandulas mamarias humanas (Pellegrino et al, 1988). Por otro
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lado Lichtner (1991), tras usar inmunofluorescencia indirecta en tejido mamario
procedente de rata, no obtiene resultados positivos para la citoqueratina 6; en
glandula mamaria de ratona hay controversia por la negatividad en su detecciéon y
la positividad en los brotes terminales (Sapino et al, 1993). El estudio que aqui se
relata revela algunas células alveolares de los conductos positivas para la
citoqueratina 6 en glindula mamaria de ratona tras usar inmunofluorescencia
indirecta. Asimismo esta citoqueratina no fue detectada en ninguna etapa del
desarrollo de la glindula mamaria en el experimento de Mikaelian (2006),
contrastando con las observaciones efectuadas por Smith (1990), que la identificé
mediante inmunofluorescencia en brotes terminales y en algunas células de los
conductos intralobulares, y que indujo a otros a considerarla como marcador (Li et
al, 2003; Welm et al, 2003) de células pluripotentes mamarias. De todas formas, la
citoqueratina 6 esta asociada con la proliferacién epidérmica y es expresada en
casos de hiperplasia epidérmica, en conjuntiva, mucosa oral y en algunas lesiones
mamarias tumorales (Li et al, 2000). La citoqueratina 13 no se expresa en la
glandula mamaria de ratona, en cambio si se ha identificado en el caso de humana.
Algo parecido ocurre con las citoqueratinas 1 y 10 (y otras proteinas como la
filagrina o la involucrina), que sdlo se expresarian en procesos carcinogenéticos, en
concreto de modelos de ratones transgénicos y en neoplasias de glandula mamaria

humana (Tsuda et al, 1997).

La expresion de vimentina se concentr6 en fibroblastos y en adipocitos, que son
componentes estromdticos. Sin embargo no hubo positividad para células
mioepiteliales, en contraposicion con otros resultados previos de algunos
investigadores (Lichtner et al, 1991). Los resultados que se resefian suponen una
expresion bastante precisa de citoqueratinas durante el ciclo mamario de los
ratones y pone sobre la palestra como estos cambios se deben al estado fisiologico

de la glandula mamaria.
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CONCLUSIONES

- Destacar la importancia de los tumores mamarios referenciados en personal

militar y civil en hospitales militares espafioles en la tiltima década.

- La expresion de las citoqueratinas varia con cambios fisiologicos celulares y en
células tumorales. Hay particularidades en la expresién de dichas proteinas entre

las distintas células de un mismo individuo.

- La comparacion entre diferentes especies indica ciertas similitudes en el patrén de

expresion de las citoqueratinas.

“Fragmento de un lobulillo, a mayor aumento. Seccion de un alveolo y de un conducto excretor.
Encima de las vesiculas adenoides, células mioepiteliales fusiformes y ramificadas, membrana basal,
reticulo capilar y fibras nerviosas, que llegan hasta el epitelio glandular y penetran entre el mismo.

A la derecha, dos secciones correspondientes a células adiposas” (Hippéli, 1967).
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