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RESUMEN

Obijetivos: 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 cambios que sufre la glandula mamaria, con especial referencia a la lactacion. Su
expresion sera diferente y servird como método de contraste. Disefio: 40 ratones distribuidos en cinco grupos segin la etapa de estudio. El
esquema experimental es comdn para todos ellos. Material y métodos: Andlisis inmunohistoquimico de las muestras procedentes de las
glandulas mamarias para evidenciar modificaciones a nivel de las citoqueratinas y comparacion con otros estudios en diferentes modelos
animales. Resultados: Cada citoqueratina presenta una expresion diferente seglin sea la estirpe celular y el periodo de lactacién. Se dife-
rencian mediante el uso de anticuerpos especificos marcados. Conclusiones: La expresion citoqueratinica varia de manera fisioldgica y en
células tumorales. La deteccion inmunohistoquimica de citoqueratinas puede servir como método de diagnéstico complementario.
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The cellular cytoskeleton in the mammary gland and its diagnostic application

SUMMARY:

Obijectives: To assess the importance of the changes that appear into the cytoskeleton (especially referred to some specific intermediate
filaments called keratins) through different stages the mammary gland bears, focusing on the lactation. Their expression will be different in
pathological conditions and this will be useful for contrasting other procedures. Design: 40 mice distributed into five groups according to the
stage of study. The experimental project is the same for everyone. Material and methods: Immunohistochemical analysis from samples ob-
tained from mammary glands in order to show changes into cytokeratin expression and comparison with other researches in different animal
models. Results: The expression of every cytokeratin is different according to the cell lineage and the lactation period. Specific antibodies
can reveal it. Conclusions: The cytokeratinic pattern changes in a physiological sense and also in malignant processes. Immunohistochemi-

cal detection of cytokeratins may be useful as complementary diagnosis.

KEYWORDS: Cytoskeleton, intermediate filaments, cytokeratin, mammary gland, cancer.

INTRODUCCION

El cancer de mama es el mas frecuente en la poblacion feme-
nina espafiola con una tasa de incidencia de 40-75 casos por cada
100.000 mujeres. Es la primera causa de muerte por tumores en mu-
jeres en Espafia y la segunda en EEUU tras el cancer de pulmont. El
75% de los casos aparece en mujeres de més de cincuenta afios. Es
el responsable de casi el 30% de fallecimientos por causa de cancer,
aunque esta cifra tiende a disminuir gracias a su deteccion precoz y a
los nuevos tratamientos. En el caso de varones supone menos del 1%
de todos los casos de cancer de mama, con un 0,1% de mortalidad?.

Estudios recientes sugieren la importancia del tratamiento sobre
la propia deteccion y retrasan la edad de inicio de los chequeos a
cincuenta afios®. La valoracion diagnéstica debe ser multidiscipli-
nar, incluyendo una exploracion fisica* y mamografias; y si fuera
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necesario biopsias, estereotaxia, analisis de marcadores tumorales®,
etc. Algunos autores desaconsejan la realizacion de estudios gené-
ticos de deteccion por su baja especificidad® a la par que otros los
defienden’. Los tratamientos varian segun el individuo, el tipo y es-
tirpe de cdncer mamario y su expansion. Tumores histoldgicamente
similares se pueden comportar de modo distinto, por ello el pronds-
tico y el tratamiento son dificiles de establecer*.

La comparacion de la casuistica del cancer de mama en humanos y
en el ratén de laboratorio se explica porque éste es un modelo ideal por
su parecido morfofisioldgico glandular y en su frecuencia de aparicion
de tumores mamarios espontaneos similar a la humana. A partir del
perfil de expresion de los filamentos intermedios (en especial del pa-
trén citoqueratinico) se pueden establecer analogias y diferencias entre
tejidos sanos y neopldasicos, y ademas servir como primera etapa para
categorizar el fenotipo tumoral. En una segunda etapa podria avanzarse
en el analisis mediante técnicas de Biologia Molecular e identificar los
genes implicados®. Se considera que todos los canceres tienen un ori-
gen genético en su nivel celular por una acumulacién de alteraciones
y mutaciones en los genes, que produce inestabilidad genémica y una
pérdida del control sobre el crecimiento, desarrollo y diferenciacion de
la célula. Se necesitan entre tres y seis alteraciones en genes regulado-
res para que tenga lugar una tumoracion?. Varios tipos de genes pue-
den ser los afectados, principalmente los genes supresores y los genes
reparadores. Un fallo en los primeros condiciona un crecimiento sin
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Figura 1. Estructura de las queratinas de tipos 1 y 1%,

control de una estirpe celular; una alteracion en los segundos ocasiona
una amplificacion de los errores del cddigo genético. En este trabajo
se muestran los resultados experimentales de los cambios que se
producen en la glandula mamaria de ratona (principalmente durante
la lactacion) y que se acompafian de alteraciones en la expresion del
patron citoqueratinico.

La célula eucariota tiene sus proteinas estructuradas en forma
de esqueleto celular. El citoesqueleto esta constituido por tres tipos
de elementos: los microtdbulos, los microfilamentos y los filamen-
tos intermedios. Estos Gltimos se caracterizan por ser los elementos
citoesqueléticos mas resistentes®. Su funcién es proporcionar resis-
tencia mecanica a la célula e interaccionar con otros componentes
del citoesqueleto, asi como regular la localizacion de proteinas y
la transmision de sefiales intracelulares'®. Su expresion tiene lugar
en localizaciones especificas dentro del compartimento celulart*. En
relacién con su situacion podemos hablar de neurofilamentos (en las
neuronas y en los axones de los sistemas nerviosos central y perifé-
rico), gliofilamentos (en el citoplasma de los astrocitos y de algunas
células asociadas a éstos)??, citoqueratinas (en células epiteliales),
filamentos de desmina (en los musculos liso y estriado), filamentos
de vimentina (en células mesenquimaticas, células epiteliales, célu-
las de Schwann y células de la glia), filamentos de periferina (en las
neuronas de los ganglios raquideos, simpaticos y parasimpaticos,
las neuronas sensoriales y las motoras del asta anterior de la médula
espinal y de algunos nlcleos motores de los nervios craneales) y
laminas nucleares (dispuestas en forma de red en una gran variedad
de tipos celulares)®.

El subgrupo mas amplio dentro del conjunto de filamentos inter-
medios lo constituyen las citoqueratinas. Estan presentes en células
epiteliales; cada tipo epitelial presenta un patron®314,

La asociacion entre las diferentes proteinas da lugar a heteropo-
limeros obligados no covalentes que incluyen al menos una querati-
na del grupo | (acida) y otra del grupo Il (basica)?®, pero dicha unién
no es al azar, las combinaciones estan determinadas: las citoquera-
tinas 1y 2 se asocian con la 10, la5conlal4,la6conlal6ylal?,
la 8 se une a la 18. (Figura 1). Estan formadas por numerosas clases
de proteinas fibrilares, acidas o basicas, con un diametro de 8 nm.
Su funcidn principal es proteger a las células epiteliales del estrés
mecéanico'’. Los componentes de la familia citoqueratinica son méas
de sesenta. Se puede subdividir en seis categorias segln la homolo-
gia de secuencia, estructura génica y propiedades de ensamblaje; la

quinta categoria tiene sus propias particularidades'®. Los tipos I-1V
incluyen filamentos intermedios citoplasmicos, mientras que el tipo
V genera filamentos nucleares.

La composicién de subunidades de citoqueratinas es extrema-
damente heterogénea, variando con dependencia de la localizacion
anatomica, el crecimiento celular, el ambiente, el estado de diferen-
ciacion y el momento de desarrollo embrionario. La expresion de
citoqueratinas en numerosos epitelios es diferente en tejidos norma-
les si la comparamos con los tejidos tumorales, lo que es un criterio
diagnéstico efectivo con el uso de los anticuerpos anti-citoqueratina
apropiados®?, De hecho en la epidermis se sintetizan las citoquera-
tinas 1y la 10, en lacérnea la 3y la 12, en el es6fago la4 y la 13,
en la epidermis palmo-plantar la 9, y la 6 en los brotes terminales.
El endotelio corneal, formado por una capa Unica de células planas
hexagonales, también expresa el complejo 8/18%. 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 2423, Concretamente en la glandula mamaria podemos
encontrar distintas SEK”s dependiendo de si el tejido es normal o
esta alterado (Tabla I). Regiones de epidermis especializada mues-
tran por tanto distintos patrones de diferenciacion celular y expresan
citoqueratinas especificas?*. La principal funcion de las SEK’s es
servir como protectores celulares evitando en cierta medida la apop-
tosis y proporcionando una integridad mecénica fundamental?>2s,
Su existencia esta relacionada con la localizacion y la funcion de
organulos celulares; la rotura de éstos (como el aparato de Golgi o
las mitocondrias)?” se vincula con la apoptosis y es un factor critico
en desordenes patogénicos. Las queratinas (en especial 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.

La generacion 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 (tiles para la identi-
ficacion de enfermedades relacionadas con mutaciones en los genes

Tabla 1. 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
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Tabla 2. Expresion de citoqueratinas en diferentes etapas de estudio

SEMANAS POSTPARTO
Anticuerpos / Citoqueratinas 1 - as P .
Anti-CK1 (CK1) - - - - -
Anti-CK5 (CK5) ++ ++ ++ ++ ++
LLO20 y Anti-CK6 (CK6) - - - - +
LP1K (CK7) + + + + ¥
TROMAL (CK8) - ++ + ++ +
Anti-CK13 (CK13) - - - - -
LLOO1 y Anti-CK14 (CK14) + + + + —
LLO25 (CK16) +— - +— - +
LP2K (CK19) +— - _ _ e

(=) no tincién; (+) tincion positiva en 10-50% de las células; (++) tincién positiva en mas
del 50% de las células; (+/-) resultado variable en el anlisis.

que codifican para las mismas, siendo diferentes los cambios si los
comparamos en otras queratinas.

Debido a su gran diversidad estructural, en nimero y su expre-
sion especifica tisular, las citoqueratinas sirven como marcadores
histol6gicos tumorales importantes y tienen una gran significacion
durante la embriogénesis® y en condiciones de estrés: en la embrio-
génesis la expresion de las citoqueratinas de tipo 11 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 sélo en cuanto al perfil o patrén de expresion
citoqueratinico, sino también al nivel expresivo e inducen cambios
posteriores en el ensamblaje.

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

— Animales de experimentacion: El animal de estudio es el ra-
ton NMRI (Naval Medical Research Institute), idoneo por su
prolificidad y adaptabilidad a diferentes ambientes. Se utilizaron
cuarenta hembras gestantes (ocho por cada periodo de estudio).
Estuvieron controladas con ciclos de iluminacion-oscuridad de 24
horas a 23 °C. La comida y la bebida no fueron restringidas; de
media ingirieron 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. Los sacrificios se realizaron mediante
desnucamiento cervical; los animales eran pesados y se procedia a
la necropsia reglada recogiendo todos los érganos del animal. Se
dividio el proceso en cinco semanas segun la etapa.

— Procedimientos inmunohistoquimicos: Las glandulas mama-
rias eran extirpadas y congeladas en nitrogeno liquido. Las seccio-
nes de tejido fueron cortadas con el criostato a 5 um de espesor.
La fijacion 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 expre-
sion de los subtipos de queratina fue evaluada mediante seis anticuer-
pos diferentes en secciones congeladas usando inmunofluorescen-
cia indirecta. Se utilizaron antisueros procedentes de ratén, conejo
y rata. El de rata se uni6 con FITC (Fluorocromo lIsotiocianato de
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Fluoresceina) y los de ratdn y conejo reaccionaron con el Texas Red.
Las secciones tefiidas se catalogaron como resultado negativo (-),
tincion heterogénea en el 10-50% de las células (+), tincion intensa
en mas del 50% de las células (++) y resultado variable (+/-). El de-
sarrollo de la glandula mamaria de ratén ha sido analizado inmuno-
histoquimicamente usando anticuerpos monoclonales para células de
superficie y proteinas de la membrana basal, asi como un anticuerpo
policlonal antiqueratinico, identificando cuatro tipos celulares basi-
cos: basal, alveolar secretor, tubular luminal y mioepitelial®.

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 el anticuerpo marcado con el fluorocromo. El antisuero
no se marca, sino que se emplea con un fluorocromo en una etapa
posterior. De este modo los anticuerpos deben reconocer las cito-
queratinas 1, 5, 6, 7, 8, 13, 14, 16 y 19.

— Doble Inmunofluorescencia Indirecta (dIFI): La doble inmu-
nofluorescencia esta ideada por la incubacion secuencial de anticuer-
pos primarios y FITC —o0 Texas Red— conjugados con anticuerpos
secundarios. Su finalidad fue reconocer las citoqueratinas 5, 6 y 8.

Técnica fotografica

El material utilizado consistié en un microscopio «Diaplan»
(Leitz) equipado con un sistema de epifluorescencia que reconocia
ambos fluorocromos. Las microfotografias se tomaron con una ca-
mara «Wild MPS» 518 con pelicula «Kodakcolor VR» de 400S para
inmunofluorescencia.

RESULTADOS

El objetivo experimental fue el analisis del patrén de expresion cito-
queratinico en gldndulas mamarias de ratona durante las cinco etapas de
estudio (cuatro de ellas durante la lactacion). Se presentan los resultados
para las diferentes citoqueratinas dependiendo de la etapa de estudio.

El patrén de expresion para la citoqueratina 5 (Figuras 2 'y 3) es si-
milar en glandulas funcionales y no funcionales en la primera semana

Figura 2. Expresion de la citoqueratina 5 en glandula mamaria de
ratén durante la 3.2 semana de lactacion. Tincion de las células mio-
epiteliales (=>).
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Figura 3. Expresion de las citoqueratinas 5 -rojo- (=>) y 8 —ver-
de— (—>) en un alveolo durante la 3.2 semana en lactacion.

en lactacion. La mayoria de las tinciones se encontraron en las célu-
las 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 eta-
pa en lactacién, pudiendo observarse las proyecciones citoplasmicas
caracteristicas de este tipo celular rodeando al alveolo mamario.

En cuanto a la citoqueratina 8 (Figura 3) se observé una clara
respuesta en células secretoras alveolares y en las que revisten los
conductos, durante la segunda, tercera y cuarta semana en lacta-
cién. En tejidos mamarios obtenidos durante la quinta etapa hubo
una intensa reactividad en células de la luz de los conductos. No
se detect6 en células de tejidos procedentes de glandulas mamarias
en la primera semana de lactacion, lo que implica que la existencia
de cambios morfoldgicos en el inicio de la lactacion puede originar
modificaciones en el citoesqueleto celular Ilevando, en este caso,
a un solapamiento de esta citoqueratina, caracteristica de epitelios
simples glandulares.

En algunos casos la citoqueratina 7 (Figura 4) se detecto en te-
jidos de glandulas mamarias en lactacion; las células positivas eran
tanto las que revisten los conductos excretores como las alveolares.
Con respecto a las glandulas de la quinta semana, se encontraron
respuestas positivas aisladas en el alveolo. Paralelamente al curso de
las fases se apreci6 un incremento en el nimero de células positivas
a la citoqueratina 7, detectandose en las células de los conductos
excretores.

Las citoqueratinas 6 y 16 fueron identificadas con una fluores-
cencia débil en las células mamarias en reposo. Para la citoqueratina
16 (Figura 5), algunas células resultaron positivas durante la primera
y tercera semanas en lactacion. Estas citoqueratinas son caracteris-
ticas de células suprabasales y de queratinocitos en proliferacion,
y han sido encontradas también en algunos epitelios estratificados.

Respecto a la citoqueratina 14 (Figura 6), los anticuerpos an-
ti-CK14 produjeron una reaccién moderada en células acinares y
ductales. La capa basal de las células epiteliales de los conductos
resultd ser negativa en los cuatro periodos en lactacién en todas las
muestras analizadas. Al igual que ocurre con la citoqueratina 5, la
citoqueratina 14 es expresada en células mioepiteliales.

Los resultados obtenidos con LP2K (especifico para la citoque-
ratina 19) fueron difusos y s6lo unas pocas células luminales tubu-
lares dieron positivo en alguno de los individuos.

Las citoqueratinas 1 y 13 resultaron negativas en todas las fases
del estudio.

Si analizamos nuestros resultados, en especial los relativos a las
citoqueratinas 7'y 8, se puede asegurar que las alteraciones produci-

Figura 4. Expresion de la citoqueratina 7 en una pequefia cantidad
de células de la glandula mamaria en el periodo lactante (=>).

Figura 5. Expresion de la citoqueratina 16 en células aisladas de
una glandula mamaria en lactacion (=>).

Figura 6. Expresion de la citoqueratina 14 en glandula mamaria
durante la 12 semana de lactacion. Tincion de las células mioepite-
liales que rodean al alveolo mamario (=>).

das en el citoesqueleto celular, no detectables en un estudio histol6-
gico convencional, se pueden evidenciar mediante un procedimiento
inmunohistoquimico, sin obviar otras variables como el momento
funcional glandular.

DISCUSION

La caracterizacion inmunofenotipica de la tipologia celular en
la glandula mamaria provee informacion en cuanto a los procesos
de diferenciacion, la dindmica e interaccion celular y el efecto de
las hormonas en el desarrollo de la propia glandula®3. La interpre-
tacion de los resultados indica que el compartimento de la luz de
los conductos esta compuesto por una gran variabilidad celular, la
diferenciacion se logra mediante cambios evidentes en la colora-
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cion 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 estd conservada a través de todo el
arbol mamario®35, aunque los niveles de expresion dependen de su
localizacion especifica. La cantidad de marcadores de diferencia-
cidn expresados por las células de la luz de los conductos y las ba-
sales®® fue incrementando paulatinamente durante la morfogénesis
mamaria.

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. Los resultados ob-
tenidos muestran que esta proteina es expresada en células mioepi-
teliales y basales de los conductos. Esto también se refleja en otros
estudios de raton, rata, felinos y humanos'*%”. No debemos olvidar
que las citoqueratinas 5 y 14 se suelen encontrar en la capa basal
de la epidermis y en anejos organizdndose formando una pareja en
forma de grandes filamentos'’.

La citoqueratina 8 aparecié uniformemente distribuida en la
glandula mamaria durante todas las etapas de estudio excepto la pri-
mera semana. Las células positivas a la reaccion fueron las alveola-
resy las de la luz de los conductos. Esto contrasta con resultados pu-
blicados 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. Igualmente
ocurre en el caso de humana®. Asimismo unas pocas células su-
prabasales podrian parecer positivas a la reaccion, pero no de una
forma clara, lo que se debe a su localizacién y tamafio, asi como su
diferenciacion segln la etapa de estudio®. El complejo de citoquera-
tinas 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 princi-
palmente a los anticuerpos que reconocen proteinas diferentes. El
patrén de expresion de las citoqueratinas 8 y 18 puede ser actual-
mente monitorizado mediante ingenieria transgénica en ratones a
partir de una proteina verde fluorescente bajo el control del promo-
tor de una de dichas citoqueratinas*; éste es un hecho fundamental
para el avance en el estudio de estos filamentos?.

La citoqueratina 7 fue positiva en todas las etapas de estudio. Un
incremento en su positividad se observd a medida que la lactacion
progresaba, hasta completarse en todas las células de los conductos
mamarios. Esto significa que aunque no se encuentren diferencias a
nivel histoldgico si existen cambios en el citoesqueleto celular que
pueden ser debidos a la distinta capacidad funcional celular, segin
la variabilidad del patrén citoesquelético. Es un marcador importan-
te de diferenciacion ductal, expresandose en carcinomas mamarios.
Junto con la queratina 20 es muy Util en el diagndstico de canceres
de dificil deteccion por estar poco diferenciados®.

La citoqueratina 6 esta confinada a una pequefia cantidad de cé-
lulas epiteliales mamarias asociadas con el crecimiento de los brotes
terminales y del epitelio de la luz de los conductos*#2. Esta citoque-
ratina no fue detectada en ninguna etapa del desarrollo de la glandu-
la mamaria en el experimento de Mikaelian%®, contrastando con las
observaciones efectuadas por Smith*, que la identificé mediante in-
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munofluorescencia en brotes terminales y en algunas células de los
conductos intralobulares, y que indujo a otros a considerarla como
marcador de células pluripotentes mamarias*®. Los resultados obte-
nidos para las citoqueratinas 6 y 16 se restringieron a algunas célu-
las en reposo, asi como a un pequefio nimero de células catalogadas
como positivas durante la primera y tercera semana en lactacion.

Las células mioepiteliales expresaron la citoqueratina 14; no se
detect6 en las células basales de los conductos en ninguna de las
etapas. Estos resultados concuerdan con otros anteriores*.

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 citoquera-
tina 19 en células alveolares y de la luz de los conductos®. Se puede
deber a que el anticuerpo empleado no fuera el adecuado y diera fal-
sos resultados. La positividad se mostr6 en algunas células dispersas
de la luz de los conductos durante la primera semana y la quinta.

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, s6lo expresadas en
procesos carcinogenéticos?.

CONCLUSIONES

— La expresion de las citoqueratinas varia con los cambios fi-
siol6gicos celulares y en células tumorales. Existen particularida-
des en la expresion de dichas proteinas entre las distintas células
de un mismo individuo, evidenciadas mediante el uso de la técnica
de inmunofluorescencia con los anticuerpos especificos para cada
citoqueratina.

— La comparacion entre diferentes especies indica ciertas simi-
litudes en el patron de expresion de las citoqueratinas. Esto pone de
manifiesto la validez del disefio experimental planteado.

— Consideramos que la deteccion inmunohistoquimica de alte-
raciones a nivel citoesquelético puede servir como método diagnos-
tico complementario de tumores de naturaleza epitelial.
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