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PROLOGO

En la actualidad se conocen muchos datos de la virologia
e inmunologia del cancer de mama, tanto humano como murino.

Numerosos investigadores han trabajado en este campo
encontrando relaciones seroldgicas entre el cancer de mama
humano y el virus del tumor mamarioc murine (MMTV), asi como
diversas homologias entre los dcidos nucleicos de ambos.

En este trabajo hemos querido investigar algunos aspectos
de este interesante problema, intentando ver 1las posibles
relaciones entre las reacciones humorales y celulares del
carcinoma ductal infiltrante de mama en muieres premenopausicas
y del adenocarcinoma mamario murinoc, gue segun la subcepa de
ratones o la sublinea celular "in vitro" contienen en algunos
casos particulas de MMTV madurc Y en otros casos provirus
incorpeorados al genoma celular. Se trata pues de un modelo
experimental cruzado que es a la vez completo y complejo.

Durante el estudio se observd gque los sueros de algunas
pacientes producian la muerte de las células xenogénicas
cancerosas, mientras que los sueros de otras pacientes inducian
su diferenciacidén (reacciones por anticuerpos y por un factor
de diferenciacién, respectivamente).

De aqui partié el estudio, en cuyo curso, ademds de estos
factores humorales, se observaron reacciones de linfotropismo

y linfotoxicidad de los linfocitos de pacientes con cdncer de
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mama sobre las células MMT, que varian con los suplementos
ahadidos al medio de crecimiento del cultivo "in vitro".

En el trabajo se intentan aclarar algunos puntos de los
fenémenos encontrados vy, eventualmente, buscar posibles
aplicaciones a 1la clinica, animados por algunocs de los

resultados obtenidos.
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I. OBJETIVOS DEIL PRESENTE
TRABAJO

El cédncer de mama es una de las enfermedades mas
frecuentes y serias de la mujer. Es la patologia oncoldégica
responsable de la mayor morbilidad y mortalidad de la muijer
adulta joven. Ha sido y es objeto de la mayor variedad de
procedimientos diagndsticos y terapéuticos. Es quizd uno de los
tumores humanos gque dispone de los modelos experimentales mas
complejos y diversos.

De todos los tumores, es en el gue se han descrito
relaciones con las posibles causas y situaciones mds variadas:
hormonas, virus, medicamentos, radiaciones, implantes, campos
magnéticos, situacidén inmunolégica, raza, hdbitos culturales,
status econdémico, conducta sexual, embarazos, partos, abortos,
amamantamiento, dieta, estrés, etc.

A mi en particular me ha interesado especialmente la
descripcién de reacciones cruzadas entre el cdncer mamario
humanc y murino. Por ello, en el presente trabajo me propuse
como objetivo confirmar la existencia de reacciones cruzadas e
intentar aclarar las inter-relaciones entre el carcinoma ductal
infiltrante de mama humano y el adenocarcinoma mamario murino,
procurando dar una explicacidén razonada de los resultados.

No resisti la tentacidén de comenzar el trabajo con una

revisién, sin dejar de tener presentes algunos aspectos que
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aparentemente quedan lejos del problema central de la tesis
(como desarrollo embrioldgico, histogénesis y clasificaciones
clinicas), pero que, a mi entender, son importantes porque el
principal modelo debe de ser el del propio ser humano y el del
paciente que, al fin y al cabo, es el motivo de nuestra
inguietud.

Para conocer bien el tema, hice un amplio recorrido de la
literatura cientifica y médica, tratando de recoger con cierto
detalle los principales hechos sobre virologia e inmunclogia
del cancer mamario humanc y murino.

Para la realizacién de este trabajo fue necesario utilizar
un gran numero de técncias experimentales. Considerandc mnis
dificultades para poder disponer y procesar una mnuestra grande
de pacientes y con objeto de hacer 1los resultados lo més
homogéneos posible, seleccioné Uunicamente enfermas
premenopausicas, todas con un sélo tipo histoldgico de tumor

(el mds frecuente), carcinoma ductal infiltante, que constituye

oe

el 76 del total de los carcinomas mamarios.

En nuestra muestra, el 60 % presentaron ganglios
linfaticos regionales invadidos.

Como controles utilizamos un grupo de mujeres sanas no
embarazadas y otro pequefoc grupc de mujeres sanas embarazadas.

De las mujeres se extrajeron suero sanguineo y linfocitos,
para emplearlos como se indicard oportunamente.

lLas reacciones seroldégicas cruzadas y otras inter-

relaciones inmunoldégicas y viricas fueron estudiadas utilizando
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adenocarcinomas mamarios espontdneos de la cepa homozigética de
ratones C3H/He y cultivos "in vitro" de células de la linea
MMT, establecida a partir de un adenocarcinoma mamario de un
ratoén F1(C57Bl1 x A).

Las pruebas de tumorigenicidad de las células MMT se
hicileron en ratones Swiss. Estos mismos fueron inmunizados con
células MMT y aprovechado su suero y linfocitos.

Para la preparacién de inmunosueros se emplearon conejos
de raza neozelandesa, grandes y buenos productores de
anticuerpos. Como  antigenos se utilizaron sueros e
inmunoglobulinas humanas, células MMT y C3H/He o membranas de
las mismas y MMTV.

Algunos fendmenos fueron estudiados morfodindmicamente
meidante cinefotomicrografia de intervalos en contraste de
fases.

Los tumores mamarios de ratén C3H/He fueron también
utilizados para el aislamiento y purificacién del virus de
Bittner del tumor mamario o MMTV.

Los objetivos 1iniciales del +trabajo consistieron en
estudiar los efectos de los sueros sanguineos y los linfocitos
de las mujeres con cédncer de mama y de las mujeres sanas sobre
una linea establecida "in vitro" de células de adenocarcinoma
mamario de ratdn.

En el curso de estos estudios se realizaron hallazgos gque
consideramos de suficiente interés como para profundizar en

ellos, desarrollando incluso técnicas especificas para algunos
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propoésitos.
Al final se exponen las principales conclusiones gue se

pueden derivar de nuestro trabajo.
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IT. REVISION DEL PROBLEMA
DEL CANCER DE MAMA

El problema del cdncer de mama es de gran relieve, ya que
en muchos paises representa en la actualidad el tumor maligno
mas frecuente en la mujer. Se calcula que alrededor de un 7-9%
de las mujeres lo desarrollardn en el transcurso de su vida. A
su gran morbilidad afade una meortalidad elevada y es, en muchos

paises, una de las principales causas de muerte en las mujeres.
I71.A. DESARROLLO EMBRIOLOGICO E HISTOGENESIS DE LA MAMA

Las mamas estdn formadas por gldndulas rodeadas de tejido
conjuntivo v tejido adiposo y recubiertas en su superficie por
piel. Las glandulas confluyen en conductos de calibar creciente
que finalmente terminan en los canales secretores desembocan en
el pezdn.

la primera manifestacién de la glandula mamaria en 1la
especie humana se produce al final de la sexta semana de la
vida embrionaria, presentdndose como un engrosamiento del
ectodermo a 1o largo de dos lineas llamadas lineas mamarias o
pliegues mamarios que van desde la axila hasta la ingle del
mismo lado. Las células epiteliales crecen penetrandeo el
mesénguima subyacente, lo que suele realizarse sdélo en un

pequeno segmento de la linea mamaria localizada a nivel
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tordcico, aunque en ocasiones se desarrollan gldndulas
suplementarias a otros niveles del pliegue mamario, dando lugar
a mamas supernumerarias.

Con el desarrollo del embridén, en el lugar en dgue se
desarrollardan las mamas las células epiteliales forman un
pequeno acumulo de 16 a 24 brotes de células epiteliales que
penetran en el meséngquima subyacente en distintas direcciones.
Cada uno de estos cordones durante el periodo fetal se ramifica
Yy se canaliza, formando los conductos galactéforos y dando
lugar a una glandula exocrina compuesta cuyos conductos
desembocan inicialmente en una pequeha fosa epitelial due
posteriormente se convierte en el pezdn por la proliferaciodn
del meseéndquima subyacente.

Esta es la situacidén de la mama en el momento del
nacimiento, no existiendo una diferencia notable entre ambos
sexos.

El desarrollo de la mama femenina en el periodo prepuberal
es debido fundamentalmente al estradicl (E), pero para due se
produzca el verdadero desarrollo alveolar es necesaria la
accién sinérgica de la progestercna (P}, en una proporcidén E:P
entre 1:2 y 1:100. Las mamas aumentan de volumen, en su mayor
parte por acumulacion de grasa en el tejido conectivo que rodea
los 1ébulos y los lobulillos. El desarrolle de los conductos
epiteliales se produce también, pero es menos notable que el
hecho anterior.

En el vardn, el cambio de las mamas en la pubertad es
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minimo o nulo; cuando ocurre agrandamiento de la mama del
vardn, se produce de forma similar a la mujer y da lugar a la

denominada ginecomastia.

II.B. ESTRUCTURA HISTOLOGICA DE LA MAMA EN REPOSO

La mama en reposo estd formada por 15 a 20 1ldbulos
localizados en la regidn profunda de la mama en forma radial
respectoc al pezdn, y estdn separados entre si por tejidos
conjuntivo denso, rico en células adiposas, 0 tejido conjuntivo
interlobular. El ldébulo esta formado por un canal secretor,
llamado también canal interlobular o galactédéforo de primer
orden, formado por epitelio pavimentoso estratificado no
gueratinizado con una membrana basal que lo separa del tejido
interlobular subyacente dilatado en su porcidn terminal o sinus
lactifero, que se abre en un poro galactdéforo a nivel del
pezon.

Cada 1ldébulo estd subdividido en lobulillos, los cuales
estdn separados por tejido conjuntivo denso rico en células
adiposas o tejido conjuntivo interlobulillar, que, al igual que
el tejido conjuntivo interlobular, proviene de la capa
reticular de la dermis de la piel de la mama. Cada lcobulillo
posee un canal excretor interlobulillar o galactéforo de
segundo orden, gque nace de una division dicotémica del canal
galactéforo de primer orden. A su vez, los canales galactoforos

de segundo orden tienen una ramificacidén dicotdémica dando las
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ramificaciones terminales o canales intralobulillares, en cuyas
terminaciones proliferan las porciones secretorias tubulo-

alveolares. Estos canales estan rodeados por tejido conectivo

celular, 1llamado tejido conjuntivo intralobulillar, gue
contiene fibroblastos, macrdéfagos, linfocitos vy células
plasmaticas.

Durante 1los ciclos menstruales, se producen cambios
mamarios, destacan en la fase estrogénica un moderado estimulo
proliferativo de las células epiteliales que se inhibe en la
fase progestagenica. a1l final de esta fase se observan
nuevamente modificaciones que se se deben fundamentalmente a
vasodilatacidén y edema del tejido conjuntivo.

En la menopausia, la disminucién de estrégeno vy
progesterona da lugar a una atrofia progresiva del sistema
canalicular excretor y de los tubulo-alvéclos, retornandose a
un estado que morfoldégicamente es bastante similar al

prepuberal.

I1.C. CAMBIOS MAMARIOS DURANTE EL EMBARAZO

Durante el embarazo, diversas hormonas como la prolactina,
la progesterona, el estrégenc y el lactdgeno placentario
humano, intervienen en las modificaciones de las mamas, ademas
de requerir la accién permisiva de otras hormonas (insulina,
tiroxina, glucocorticoides, hormona de crecimiento).

En la primera etapa del embarazo se observa un incremento
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importante del sistema de conductos, con crecimiento y rédpida
ramificacion de las porciones terminales del sistema
canalicular. De esta forma, se originan muchos tubulo-alvéolos,
porcién secretora de la gldndula, compuestos por una sola capa
de celulas cilindricas. También se observan células
miocepiteliales curvas en su periferia. Con el desarrollo de
este sistema, el tejido conjuntivo intralobulillar va
disminuyendo, quedando reducido a unos tabigues muy finos ricos
en capilares. También el tejido conjuntivo interlobulillar
gueda adelgazado.

En los ultimos meses, el desarrolleo tubulo-alveolar se
lentifica. Las células empiezan a segregar un liquido rico en
proteinas y pobre en 1lipidos, constituyendo el denominado

calostro, que se acumula en los alvécolos y conductos.

IT.CH. CAMBIOS MAMARIOS DURANTE EL PERIODO DE LACTANCIA

En el establecimiento de la secrecidén ldctea, ademds de
las hormonas permisivas anteriormente indicadas, Jjuegan un
papel esencial otras hormonas como 1la prolactina y 1la
oxitocina, cuya producidén se estimula cuando las mamas se
vacian al amamantar. Entre las mamadas la leche se acumula en
los tiubulo-alvéolos y es expulsada cuandc el bebé wvuelve a
mamar. Asi, la produccién de leche desaparece si las mamas no
son evacuadas; también se 1inhibe con la administracién de

estrégenos, por accién directa sobre 1la mama, o de
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bromocriptina, gue inhibe la produccion de prolactina por 1la
hipdfisis.

La secrecidén de leche no se produce hasta pasados dos o
tres dias del parto; durante estos dias, lo que se secreta es
el calostro.

El sistema de conductos y alvéolos presenta signos de
marcada actividad secretora, con células prismaticas altas
llenas de gotitas de 1lipidos y granos de secrecidn. La
secrecidén de leche, se realiza de forma mixta, siendo apocrina
para las gotitas de lipidos y merocrina para los granos de

secrecion proteica.

ITI.Db. CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CANCER MAMARIO

La realizacidén de una clasificacién histopatolégica del
cancer de mama, ademds de establecer el diagndstico, tiene
valor a la hora de hacer una valoracién pronéstica de la
paciente y de intentar un mejor conocimiento de la biologia de
dicha enfermedad.

Ya describimos anteriormente las principales estrucutras
anatémicas de la mama. Las gldndulas desembocan en conductos
epiteliales de calibres crecientes: conductos glandulares
pequenos, medianos y grandes, inmersos en estroma. Los tumores
se van a desarrollar fundamentalmente a partir de dichos
conductos, preferentemente de los grandes (figura 1).

En la tabla I tenemos una clasificacidén histoldgica de los



26

HISTOGENESIS DEL CANCER DE MAMA

Adenacarcinoma
tnbular intiltrante . ... . 7%

Carcinoma duc-
tal intitrante .. .. 76 °%

Comedocarcinoma.. 6%
Carcinoma medular . 5°%
Carcinoma mucoide . 2%

Carcinoma papitar .. 1%

Carcinoma
intlamatorio

Faqet

\S_Gflv,"

Figura 1

Frecuencia de los tipos morfoldgicos del cdncer de mama
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CERCIMOMAES DUCTHLES
- Carcinonas imtraductales o DCIS
5611do u obstructive (comadecarcinoha]
Papilar
Cribiforn2
- Carcinomas ductales Infiltrantes
CARRCINOK2 1OBULILLAR
- Carcinoma intralobulillar o LCIS
Tipo 1
lipe B
- Carcinoma Jobulillar invasive
CARCINONA TUBULAR
CARCIHOMA: MUCIROSO O COLOIDE
CARCTROME PRPTLAR
CARCTHOM: MEDULAR
CERCINOMA ADEROQUISTICO
FORMAS RARAS DE CABCER MAMARIO
- (arcinoma secreter Juvenll
- Carcinona escanose
- Carcinema mataplasicoe
kpitalial o carcinoma apesrino
Mesenguipatosoe
Qoteesarcons
Condrosarcona
Mivto ¢ carcinesarcona
Secretor de lipldos
Metaplasia escamosa
- Carcincma histiociteide
- Carcincha arqilroflic o carcinmpide
FORMAS BSPECIALES DE CRRCTNOMAS MEMERIOS
- Entermedad de Paget
- Carcincua intlamatorie
SERCOMAS DE MAMA
- Puros rfibrosarcomas, liposarcomas, neurosarcomas, =t¢.)
- Mivtos
- Cistosarcoma phylledas
MFTASTASIS DE OTROS TUMORES MO MAMARIOS ER NAMA

+

- Linfona
- Melanona
- Otres

Tabla I

Clasificacion histologica de los tumerss de mana
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tumores de la mama.

1. cCarcinomas ductales. Es el cdncer mamario gque se
presenta con mas frecuencia. Existen dos formas:

1.1. Carcinomas intraductales. Los carcinomas ductales "in
situ" (DCISj, se producen en el epitelio ductal, dentro de 1la
luz de los conductos mamarios, sin afectacidén del estroma. Con
frecuencia son multifocales. El1 prondstico es muy bueno,
presentando una probabilidad de colonizacidén ganglionar axilar
muy baja. Por su estructura microscdpica, se conocen tres
tipos:

a) Carcinomas papilares. Presentan una configuracién
papilar. Suponen aproximadamente un 1 % de 1los canceres
mamarios.

b) Carcinoma intraductal sdélide o comeddn. Presenta un
crecimiento mas denso de los conductos, con detritos centrales
caracteristicos.

c) Carcinoma intraductal gribiforme. Su grado de necrosis

es pegqueno.

1.2. cCarcinomas ductales infiltrantes. En ellcocs, no se
reconoce ninguna estructura histoldégica especial, encontrandose
distintos grados de fibrosis. Suponen aproximadamente el 70-80
% de los canceres de mama. Es el grupo de peor pronéstico,
halléandose con frecuencia afectaciodn ganglionar axilar.

2. Carcinoma 1lobulillar. Se origina de 1los conductos
pequenos o terminales. Segin exceda o no los limites del 1débulo

o conducto terminal del que se origind, puede ser invasivo (5-
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10 %) y no invasivo o "in situ" (LCIS) (5 %).

2.1. Carcinoma lobulillar invasivo. Es muy tipica la
disposicién lineal de las células, en fila india. Con
frecuencia se asocia a otros tipos neoplédsicos ductales. Su
prondéstico es similar al del carcinoma ductal infiltrante.

2.2. Carcinoma intralobulillar o LCIS. Tiene una
incidencia de mnitosis baja. Aproximadamente un 70 % de los
casos son multicéntricos en la misma mama Yy un 25-30 %
bilaterales. Se presenta fundamentalmente en mujeres
premenopdusicas. No es palpable. Presenta dos variedades
diferentes, segun la poblacién celular: cuando la poblacién
celular es mas homogénea, se habla de variedad tipo A; cuando
posee mayor polimorfismo y menor cohesividad celular, se habla
de variedad tipo B. En un 25-30 % de las mujeres, con un
periodo de latencia largo, se desarrolla un carcinoma
lobulillar infiltrante.

3. Carcinoma tubular. Originado igualmente a partir de los
conductos dgrandes, presenta forma de tibulo y es altamente
diferenciado. Con frecuencia presenta componentes de carcinomas
intraductales. En un alto numero se encuentra en la "cicatrices

radiales", aunque no todos se originarian de ellas. Supone un

N

1-2 % del total. Presenta un buen prondéstico.
4, Carcinoma mucinoso o coloide. Se origina en los
conductos grandes. Las celulas epiteliales se hallan en una

matriz de mucina. Supone aproximadamente el 3-5 % del total. Se

presenta en mujeres ancianas, con un pico maximo de incidencia
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en los 60 anos. Su pronodstico es mejor cuanto mayor es el
componente mucinoso.

5. Carcinoma papilar. Originado de los conductos grandes.
Supone un 1-1,5 % del total de canceres mamarios. Es rara la
afectacién ganglionar axilar.

6. Carcinoma medular. Se origina a partir de los conductos
grandes. Es rico en parénguima y se caracteriza por una
infiltracicdn abundante de células mononucleares (linfocitos T,
células plasmdaticas y macréfagos) en la periferia. Supone un 5-
7 % del total de canceres de mama. Es uno de los de mejor
prondéstico, presentando un indice de mnetdstasis y recidiva

bajo, con una supervivencia a los 5 aficg entre 69-82,7 % (Moore

y Floote, 1949; Richardson, 1956; McDivitt y col, 1968), aunque
esta diferencia con los carcinomas ductales disminuye a partir

de los 10 anos Schwartz, 1969; Haadgensen, 1971; Flores y col,

1974).

7. Carcinoma adenoquistico. Ocupa aproximadamente el 0,4-1
%2 de todos los canceres de mama. Son mas frecuentes en la sexta
y séptima décadas. A veces se localiza en la regidén del pezdn
y de la aréola. Presenta una evolucién favorable.

8. Formas raras de cancer mamario:

8.1. Carcinoma secretor juvenil. Es un tumor raro, siendo
la neoplasia de mama maés comun en nifas y jévenes. Presenta una
evolucidén favorable.

8.2. Carcinoma escamoso. Se diagnostica cuando se observe

la formacién de gueratina. Debe investigarse la existencia de
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un tumor dérmico. Prondstico favorable.
8.3. Carcinoma metaplasico:
a) Epitelial o carcinoma apocrino. Deben distinguirse
de los tumores primitivos de glandulas sudoriparas.

b) Mesenguimatosc. Prondstico desfavorable. Puede

ser:
b.1) Osteosarcoma.
b.2) Condrosarcoma.
b.3) Mixto o carcinosarcoma. Supone el 0,1 % de
los carcinomas mamarios. Maligno en sus dos
componentes. Evelucidn desfavorable.
c) Secretor de lipidos. Tiene un grado de madurez
alto, pero su prondstico es malo.
8.4. Metaplasia escamosa. Tumor rarc. Evolucidn
desfavorable.

8.5. Carcinoma histiocitoide.

Es una modalidad muy rara gue posee abundantes histiocitos
y fibroblastos procedentes de los mismos que producen una
fibrosis variable.

8.6. Carcinoma argiréfilo o carcinoide.

Son tumores muy raros en la mama compuestos por células
argentafines (reducen el nitrato de plata amoniacal) que
segregan serotonina {5-hidroxitriptamina) y otras sustencias
con caracter hormonal.

9. Formas especiales de carcinomas mamarios:

9.1. Enfermedad de Paget. Histopatoldégicamente, podemos
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encontrar cualgquiera de 1los diferentes tipos tumorales,
apareciendo con mayor frecuencia la asociacidn con carcinoma
intraductal o ductal infiltrante, observéandose en el epitelio
del pezdén nidos de células cancerosas. Representa un 1-4 % del
total de cdanceres de mama. Su prondstico depende del tipo
histolégico del tumor subyacente.

9.2. Carcinoma inflamatorioc. El término de carcinoma
inflamatorio es un término clinico, referido a la
sintomatologia tipica que presenta este tipo tumoral:
enrojecimiento y calor. El cuadro histopatoldgico corresponde
a células cancerosas en los linfaticos subdérmicos, pudiendo

ser un tumor ductal o, con mas frecuencia, lobulillar.

o0

Representa un 1-2 de todos 1los canceres de mama. Su
prondstico es malo y con frecuencia ya existe afectacién
ganglionar regional en el momento del diagnéstico

10. Sarcomas de mama. En la mama pueden presentarse
prdcticamente todos los tipos de sarcoma, pudiendo ser puros
(fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, liposarcoma,
miosarcoma, hemangiosarcoma, linfangiosarcoma, neurosarcoma) o
mixtos.

La variedad cistosarcoma phvllodes consiste en un
fibroadenoma gigante por gran crecimiento de un fibroadenona
intracanalicular con estroma muy abundante, dgque llega a
enmascarar a la proliferacion epitelial. Pese a su denominacién

es un tumor casi siempre benigno, dgue ocasionalmente se

maligniza y produce metdstasis. Se ha descrito sélo en mujeres.
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11. Metdstasis en mama de tumores no mamarios. Los
tumores extramamarios que producen metdstasis en mama presentan
una incidencia mdxima mds precozmente que los carcinomas
primarios de mama. Suponen el 1-3 % de los tumores mamarios
malignos. Entre los mds frecuentes encontramos linfoma en
etapas tardias, muy parecidos anatomopatoldgicamente a los
canceres lobulillares difusos; para su diferenciacidén pueden
buscarse marcadores citoguimicos como gqueratina, caseina y
lecitinas. Entre los tumores epiteliales extramamarios mas
importantes encontramos al melanoma maligno, carcinoma uterino,

carcinoma ovdarico y carcinoma bronquial.

IT.E. CLASIFICACION CLINICA DEL CANCER MAMARIO

Si el estudio anatomopatoldgico del tumor, es importante
porque es distinta la evolucidn bioldgica y la historia natural
de «cada tumor, en la préactica oncoldégica es también
imprescindible disponer de una clasificacién segun criterios
clinicos para poder hacer una valoracién pronostica vy
terapéutica de la enfermedad.

La clasificacidén TNM, que se recoge en la tabla II, es
ampliamente empleada y es la base de la clasificacién por
estadios del "American Joint Committee", descrita en la tabla

1l.
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o T

-y

+ TIMOR PRIMAR1Y
228 - Careinema "ip sItUM, cavelnera ne nflltrante © enferTeqsc ce Faget o :3 rama son bimgr cetectsh s
Nota: si se detectase tumsr en la en‘ermedad de Faget, se clasificar’a segir el tamanc Gl misme.
T - N nay prieba qe. priTavic
71 - Tumer < 2 cm. €8 clanetrc:
Tl - Mo f13c1ér a fascla pectoral subyacente y/c wiscule
Tlb - Fiacicr g fasciz pecteral subyacernte yic miscule
T2 < Tumor > Zcm. ¥ <5 CB. GE Clametre:
723 - Mo fi%acién 3 “ascls pecteral subyacerte y/¢ mistule
Tib - :i;aciﬁ' 2 ‘ascis pecteral subyaceste v/ miscule
T3 - Tmer > 5 oo, ce idmetre:
T3a - Ko fiaclér a fascis pecteral subyacerte y/c miscule
Tib - 51,391oh g fasciz pecteral subyacente y/e miscule
CNctar e T1, T2y T3 pusce presentarse retraccids de pied ¢ pesdn ¢ alteraciones ée 1a piel distirtas a
Tib sin influir en la clasizicacion TN
T4 - Cualguier tamatc tumoral con infiltracion de 1a piel ¢ de 13 parec d2 la vama
Meta: la paved teracics 1ncluye 1as cestillas, los miscules antercostalss y sl miscule serrate anterior,
pere ne les mizcules pecterales,
Tia - f{7aclor a3 parec paparia
24b - Con scema gel brazo, ulceracion ¢ infiltracids ce piel [incluyerde 1z pisd de naranial o
rdeules cuténees ¢e 13 nisma mama
Tég - Tda v Téb o2 la ver
- \e eristen os TeIISIN0S TANITOS para 3 eva.uacien ce. timer priraric
“hetar oo cavelnomas Dnfoanatories ceben cata coaTse en un Ui aparte,
+ GAMGLIOS LINFATIC0S REGTONALES
- Garclies axilares hemolaterales ne palpables
voo-Fa “ac-cn ce ¢ang. 1o ax1.ares agnc.atera es TOVI.es
Y3 - 103 0anC_icS nC Se copsieeran retastésicos
¥b - o3 ganc_ics st consiceran retastasieos
W - Gang s ay..aves noc.ateraies T1ios entre 51 ¢ 4 otzas estructivas v consiceraces metastasicos
Vi~ GADGLICS SIpTAr_avicu aves ¢ Infracliaviculaves romeiatera:ss CORSiceraces metastasicos ¢ presenc:
€€ &CeTa oe. braic.
Nota: el edema el brazc puste ser producide por obstruccidr linfetica; los canclios pueden entences
re ser malpables
KY - %o oexisten o3 reH:;s:tcs TinIIes pava L3 eva:acion de oS camglics Linfatices repionzles

M+ NETASTASIS A DISTANCIA

N
M

¥y

1

Nc hay evidercia de wetdstasis a cistarcia
Evidercia ce metéstasis 2 distarcia
- Mo exister les requisites mirimos para la evaluacidn de metdstasis a distancia

15

Tetle 11

Clasi‘icacicn del céncer de mama seglr el sistems TNM
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ESTADIO CLINICA

1 Tumor primaric < 2 cn. 81 son palpables, los ganglios no parecen contener
metdstasis. No hay metdstasis a distancia,
Incluye, segin la clasificacin THM:
T1a/Tlb NO/¥lz Mo

i1 Tumor primario > 2 cm. y € 5 cx. 51 sen palpables los ganglics, no estén
fijos, No hay metdstasis a distancia.
Incluye, segtn 1a ciasificacion TNM:
10/T1a/11b NLb 1o
T2a/T2b NO/K1/N2 ¥

111 Tumor > 5 ¢n. o fifo pared tordcica o invasion a piel. Ganglios
supraclaviculares palpables, Ne hay signos de metdstasis a distancia
Incluye, seqln la clasificacidn THM:
T1a/T1b/T2a/T2b n ¥
T3a/T3b RO/NI/N2 ¥0

v Metdstasis a distancia.
Incluye, seqin la clasificacicn THM;
T4 cualquier § cualguier M
cualquier T N cualguier ¥
cualquier T cualquier N LI\

Tabla 111

Clasificacion clinica del cancer de mama seqin el "American Joint Committee"
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1I.F. ETIOPATOGENIA DEIL CANCER MAMARIO

La etiopatogenia del cancer mamario, tanto en la especie
humana como en los animales, es muy compleja, habiéndose
demostrado la intervencién de factores genéticos, hormonales,

fisicos, quimicos, ambientales, inmunoldgicos y viricos.

ITI.F. 1. FACTORES GENERALES

(Cole, 1974)

l.a. Sexo

El 99 % de los cdnceres de mama se dan en mujeres y el 1
% en varones. Dentro de estos udltimos, presentan un mayor
riesgo los pacientes afectados por el sindrome de Klinefelter
0 con ginecomastias hormonales no fisioldgicas.

1.b. Edad

Porro Novo (1986) realizd un revisioén entre los afos 1978
y 1984 sobre la aparicién de nédulos mamarios en general en la
mujer, observando gque el 71,9 % de ellos aparecieron antes de
los 40 ahos, siendo aproximadamente el 3,7 % malignos, en cuyo
caso, la incidencia de enfermedad cancerosa era mas frecuente
por encima de los 40 afios.

Durante los uUltimos ahos se ha observado un aumento en la
incidencia del cdncer de mama, fundamentalmente a expensas de

las mujeres de edad mas avanzada, aungque también ha sufrido un

ascenso importante la incidencia en mujeres jovenes. Un 0,09 %
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se da por debajo de los 20 anos y un 1,8 % por debajo de los 30
anos; aproximadamente el 75 % se presenta por encima de los
cuarenta anos y el 6 % por encima de los 50 anhos. El pico de
méxima incidencia estd entre los 45-59 anos.

En los varones, la aparicidn del céncer de mama se produce
a edades mas tardias gue en las mujeres, con un promedio de
edad de 60 ahos.

Se ha visto que, cuanto mds vive la mujer més
probabilidades tiene de padecer un cdncer de mama.

l.c. Raza y demografia

Diversos estudios han demostrado que existe una mayor
incidencia de cancer de mama en las mujeres occidentales, de
raza aria y anglosajona, y menor en las mujeres de los paises
orientales y de raza negra. Aun dentro de la raza, se ve una
relacidn directa entre nivel socicecondédmico y cultural y cancer
mamario, aumentando su incidencia en el medio urbano respecto
al rural.

Se ha observado que estas diferencias se deben en parte a
factores ambientales, ya que mujeres gue proceden de paises con
un bajo indice de incidencia de céncer de mama lo aumentan al
vivir en paises que presentan una incidencia elevada.

Uno de estos factores parece ser el tipo de dieta, como,
por ejemplo, el exceso de grasa, existiendo mayor riesgo de
padecer cdncer de mama la mujeres obesas, riesgo ain mayor
cuando a la obesidad se asocia la diabetes y la hipertensiodn

arterial. Un efecto protector podrian tenerlo el pescado, el
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arroz, el maiz y los frijoles. Asi mismo, la vitamina E parece
disminuir la sensibilidad y la nodularidad de la mama en la
enfermedad fibroquistica, patologia con cierto potencial de
malignizacién.

l.ch. Predisposicidén genética

La respuesta de cada organismo al desarrollo de un cancer
viene dada por la constitucién genética del individuo en
particular (Anderson DE, 1974 y 1977). Diversos investigadores
(Anderson DE, 1973; Andrés y col, 1975; Anderson y Badzioch,
1985a y 1985b) han encontrado varios hechos que evidencian la
existencia de una predisposicidén genética, entre los que se
hallan:

- La descripcién de 1la existencia de familias con
sobrecarga de cdncer mamario al estudiar varias generaciones,
aumentando la incidencia en varones respecto a la poblacidn en
general.

~ Aumento del riesgo de padecer cancer de mama en 1los
descendientes de pacientes con dicha enfermedad; este riesgo
aumenta si el cdncer de mama era bilateral.

- Del estudio de la enfermedad en gemelas, se observa gue
existe un aumento en las homocigdticas respecto a las
heterocigéticas.

1.d. Lesiones mamarias previas

Para las lesiones benignas de la mama no epiteliales no
existen predisposicidén para la formacién de un cancer. Sin

embargo, existe un potencial de malignizacidén de las lesiones
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epiteliales como mastopatia fibroguistica, con un riesgoc de
aparicién de un cancer de mama 2--2,5 veces mayor, hiperplasias
ductales atipicas, c¢on un riesgo 2-3 vVeces mayor, o
hiperplasias 1lobulillares atipicas, con un riesgo 5 veces
mayor.

Las pacientes con cdncer de mama presentan un riesgo 5
veces mayor a padecer cancer de la otra mama, asociandose el
riesgo a una perspectiva de vida prolongada, a la realizacién
de un diagnodéstico precoz, a que el tumor sea no infiltrante o
infiltrante de buen prondéstico, a edad superior a 40 afnos, a un
buen estado general, a historia familiar de cdncer de mama.
Este riesgo también aumenta en pacientes con otros tipos de
tumores malignos como carcinoma ovdrico o @ carcinoma
endometrial.

l.e. Parto y lactancia

Segun distintos estudios realizados por divesos autores,
existe una clara relacidén inversa entre numero de partos vy
riesgo de padecer cancer de mama, siendo 2-3 veces mayor en
nuliparas (Thomas vy Lilienfeld, 1976; Dunn, 1969; Fraumeni vy
col, 1969 que en mujeres que han tenido hijos.
Fundamentalmente, los partos parecen disminuir el riesgo de
desarrollar sobre todo el cdncer de mama que aparece en la
pestmenopausia.

Respecto a la importancia de la edad del primer parto,
algunos estudios indican gque se produce una disminucidn

significativa de la incidencia cuando el primer embarazo a
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término se produce antes de los 21 anos, siempre y cuando vaya

sequido de otros embarazos a término (MacMahon v col, 1973;

Blot, 1980). Los mismos autores seflalan gue este efecto
protector no se observa en el caso de producirse abortos. Por
otro lado, se observa que si el primer parto precoz no se
sucede de otros , no se registra el efecto protector.

Se ha visto también que, ademds de las nuliparas, existe
otro grupc de mujeres que tiene un riesgo muy elevado,
alrededor de 2,5 veces mas, de desarrollar cdncer mamario, el
de las primiparas de mas de 35 afios.

Donegan (1977) observo que el 17 % de los canceres de mama
en la mujer aparece durante la edad reproductiva. Segun el
mismo autor, el 3 % aparece durante el embarazo, con un pico de
incidencia en la cuarta década de wvida, presentandc un
prondstico menos favorable.

Respecto la lactancia materna, existen estudios
contradictorios. Para unos, parece existir cierto efecto

protector de la enfermedad en las mujeres gue tuvieron un

periocdo de lactancia largo (Levin y col, 1964; Schaefer y col,

1975). En la actualidad se piensa que este factor no influye
mucho.

1.f. Factores hormonales

Desde hace varios ahos es conocida la hormonodependencia
de algunos tipos de cancer de mama.

Estd bien clara la dependencia del medico hormonal en la

tumorigénesis mamaria en los ratones, produciéndose casi
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exclusivamente en hembras, siendo la tasa de crecimiento mayor
durante la prefiez, asi como en machos tratados con hormonas
femeninas; el tratamiento con hormonas esterocideas vy
polipeptidicas (insulina, PRL, GH, factor lactégeno
placentario) incrementa la incidencia tumoral, lo mismo que el
aumento de la produccién de hormonas adrenocorticales; 1los
tumores mamarios y las glédndulas mamarias lactantes presentan
en su superficie receptores para corticoides y esteroides
sexuales; los glucocorticoides estimulan 10-20 veces la

produccidén de virus, (Ringold, 1979) aun en ausencia de suero,

en lineas establecidas de tumores mamarios de ratdén y aumentan
la presencia de cuerpos de inclusidén citopldsmicos debidos a
MMTV o particulas A en tumores mamarios murinos.

Se piensa que el ambiente hormonal influye sobre 1la
susceptibilidad de la mama a los cancerigenos, observandose gque
una actividad menstrual prolongada (en relacién con la
actividad estrogénica acumulativa), bien por menarquia temprana
(antes de los 9-12 ahos) o por menopausia tardia (después de
los b0-55 afios), presenta un riesgo aumentado de cancer
mamario, estando dicho riesgo disminuido cuando la menopausia,
bien natural o artificial, se produce antes de los 37 anos. En
las mujeres premenopdusicas gque desarrollaron cdncer de mama se
observé una relacidén con los niveles de estradiol y estrona
procedentes de los ovarios, con menor secrecidén de estradiol;
en las postmenopdusicas, se vio relacién con la estrona

derivada de la produccidén de esteroides en las suprarrenales.
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Respecto a 1la progesterona, numerosos investigadores
detectaron un cambio del ritmo nictameral de la secrecidn de
dicha hormona, presentando una elevacién nocturna no
significativamente mayor a la de la manana en las mujeres con
cancer mamario, como sucede en mujeres las sanas © c<on
patologias mamarias benignas.

Schiu (1981) observd la influencia de la prolactina (PRL)
y de las hormonas hipofisarias en la aparicién de cédncer de
mama. El primer paso para la accién de la PRL sobre las células
diana es su unidn a un receptor de la superficie celular.
Varios estudios han demostrado gque 1los lugares de unién
especificos de la PRL, los cuales tienen +todas las
caracteristicas de los receptores PRL, estdn presentes en la
bicopsia de algunos canceres de mama humanos. Por razones
obvias, las muestras de biopsia no son apropiadas para el
estudio a largo plazo de las consecuencias bioldgicas de 1la
interaccién de la PRL con sus recepteores. Los cultives
mantenidos de células de cancer de mama son, por lo tanto,
potencialmente Utiles para este propdésito. Hay varios aspectos:
induccidén por la PRL de la sintesis de caseina y transporte de
aminodcidos en el tejido mamario; induccién por la PRL de la
proliferacién de células Nb2 (linea celular de un linfoma de
rata cuya proliferacidén depende sé6lo de la PRL); induccidén por
la PRL de la luteolisis en la rata; estimulacion del transporte
de agua a través del amnios humano. Tras estas observacliones,

el estudic de los receptores de PRL podria proveer algun
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significado bioldgico de la PRL en el cdncer de mama.

1.g. Factores inmunolégicos

En el desarrollo del cdncer mamario es importante el papel
de los factores inmunolégicos, existiendo predisposicién a
padecerlo en las mujeres con estados de inmunodeficiencia. Por
ello, se intentan buscar diversos marcadores de la
inmunocompetencia.

Este punto serd ampliamente expuesto en otro apartado, va
que son muy interesantes y pueden contribuir a aclarar algunos
aspectos de la etiopatogenia del cancer de mama, y donde se
verdan, entre otras cosas, las relaciones inmunoldgicas entre
las células de carcinoma mamario del ratdén, los antigenos del
MMTV v el carcinoma mamaric humano.

1.h. Agentes cancerigenos

Hay estudios que reflejan un aumento del riesgo de cancer
mamario en mujeres con alto consume del alcohol, asi como de
diversos farmacos como metildopa, fenotiacina,
dextroanfetamina, algunos antidepresivos y algunos
antihistaminicos, pudiendo actuar como promotores.

Otros compuestos gquimicos, <como 1los hidrocarburos
policiclicos, tienen efectos carcinogénicos. Lo mismo ocurre
respecto la exposicién a radiaciones ionizantes, siendo el

riesgo mayor cuanto mds joven es la mujer expuesta.
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I1.F.2. VIROLOGIA DEL CANCER MAMARIO

I1.F.2.a. Murino

En la etiopatogenia del carcinoma mamario de los animales
se conoce la implicacidén de diversos retrovirus, entre los que
se hallan el virus del cdncer mamario murino {(MMTV), de tipo B,
y el virus de Mason-Pfizer, causante de cdncer de mama en el
mono rhesus, que puede presentarse como los tipos C y B.

Las formas de actuacidén de 1los virus oncogénicos son
diversas. En ratones se ha identificado la transmisién ldactea
de los oncornavirus, al ser estos secretados por la leche, como
sucede con el MMTV. De esta forma, el virus pasa a la
descendencia al amamantar las crias, como en las observaciones
iniciales de Andervont y Bittner. Ademds de esta transmisidn de
virus wvegetativoeos, llamada transmisién horizontal, existe 1la
transmisidén vertical por virus ecotrdépicos enddgenos.

El MMTV es un retrovirus aislado de la leche de ratones
con elevada incidencia tumoral, explantes de tumores mamarios
productores, células epitelioides establecidas "in vitro" a
partir de tumores mamarios de diversas cepas de ratdn y lineas
celulares epiteliales heterdlogas infectadas o inoculadas con
MMTV (Ringeld, 1979).

Blair (1969), no observd correlacién entre la presencia de
antigenos viricos de MMTV y desarrollo de tumor mamario en la

leche de la primera y segunda lactancia pero si para las
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siguientes.

El MMTV carece de oncogén, pero a través de su regién LTR
("long terminal repeat") activa oncogenes celulares.

En la figura 2 representamos una célula de adenocarcinoma
mamario de raton transformada por un virus oncogénico, el MMTV.
En su superficie existen antigenos viro-informados,
dependientes del cédigo genético del virus, y viro-inducidos,
producidos por al accidén del virus sobre los genes de la
célula.

Se ha visto que las moléculas de ARN celular
complementario del MMTV y del virus de Mason-Pfizer del tunmor
mamario del mono son diferentes en su mayor parte, pero parece

existir una parte comin.

IT.F.2.b. Humano

Desde hace ya algunos anos, se conocen muchos datos que
apoyan la hipétesis de virus oncogénicos de tipo retrovirus,
implicados de alguna manera en varias etapas de 1la
etiopatogenia de carcinoma mamario, tanto humano como murino.

En algunas muestras de leche de enfermas asi como de
tejido tumoral, ha sido demostrada la presencia de particulas

viricas (Seman y c¢ol, 1969; Mgoore y col, 1971) parecidas a las

particulas de tipo C. Keydar y col (1973), observaron que en

cultivos de células embrionarias humanas junto con células de

carcinoma mamario humano o con leche de las pacientes, se
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antigenos

ap 52 viro-inducidos

Figura =

Antigenos viro-informados y viro-inducidos en células
transformadas por el virus de Bittner o MMTV en células de 1a
linea celular de adencocarcinoma mamario murino MMT.
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producia un virus. Furmanskil y col (1974}, comunicaron también
la replicacidén de particulas con aspecto de oncornavirus en
algunas lineas de cdncer de mama humano establecidas "in
vitro". Estos mismos autores vieron que el tejido glandular
mamario normal también puede producir y liberar particulas de
aspecto virico. Sin embargo, algunos investigadores consideran

que no se puede afirmar que se trate de particulas viricas

(Calafat vy Hageman, 1973). Lo gue es un hecho cierto es gque el

ARN de MMTV es complementario de algunas regiones del ADN del
cadncer de mama v del de la placenta humana.

En relacién con la presencia de oncornavirus en la
etiopatogenia del cdncer de mama humano, deben tenerse en
cuenta algunos hechos que dificultarian su reconocimiento:

- La leche humana destruye facilmente virus oncogénicos
ARN murinos anadidos experimentalmente ). Por esta razodn,

Sarkar y col (1973) y Moore (1974) consideran dque encontrar

dichos virus en la leche no es facil, ya que serian eliminados.

- En muchos casos es imposible demostrar la presencia de
particulas viricas maduras debido a la incorporacién del virus
oncogénico al genoma de la célula pero sin que se reproduzcan
en forma vegetativa.

- A veces existe una transmisién vertical o generacional,
por las células sexuales, de provirus. En otras ocasiones, hay
regiones gendmicas celulares homdélogas de regiones del genoma
virico, pudiendo estar implicados oncogenes celulares activados

por genes promotores homélogos de promotores del genoma, cCOmoO
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la regioén LTR ("long terminal repeat") del MMTV y otros
retrovirus, o el oncogén celular activo puede ser homélogo de
un oncogén virico.

La participacién de mecanismos viroldgicos en el cancer
mamario puede hacerse de muy diversas maneras, no necesitando
identificarse con la transmisién lactea como sucede en ratones
cuando es secretado el virus a la leche. En el caso del
carcinoma mamario humano, parece haber virus enddégenos
ecotrépicos.

Epidemioldégicamente se esgrimen apoyos en favor de la
participacion virica en el cédncer mamario humano. Entre ellos
esta el hallazgo de particulas viricas en un 60 % de las
mujeres con historia familiar de céncer de mama mientras gue
s6lo el 5 % de mujeres sin ella las presentaban. No obstante,
Henderson (1974) y otros investigadores no confirmaron estos
descubrimientos.

Sin embargo, para valorar la participacidén virica en la
etiopatogenia del cédncer de mama deben considerarse otros
hechos, que pueden ser apoyos, desde el punto de vista
bioguimico, para esta hipdtesis. Asi, se ha visto que:

- La transcriptasa 1inversa o ADN-polimerasa ARN-
dependiente existe en las células y en los retrovirus, entre
ellos el MMTV. Es la enzima que produce un ADN complementario
(ADNc) del ARN 70S virico. Axel, Gulati y Spielgelman (1972)
encontraron que la leche de mujer tiene una actividad de

transcriptasa inversa proporcional a la cantidad de particulas



49

de tipo virico y de ARN 708S.
Este aumento de la actividad de la transcriptasa inversa
se observa en la gldndula mamaria normal en desarrolleo, en

tejido mamario tumoral sin virus y en gldndula mamaria lactante

(Mukheriee, 1973).

- En los céanceres mamarios humanos existe una
transcriptasa inversa, un ARN 60S y un ARN 708 de moléculas
similares a las que se han aislado del interior de las
particulas viricas del cdncer mamario murino.

- E1 ADNc retrotranscrito del ARN 70S del MMTV, de tipo B,
se hibrida con un ARN unido a los ribosomas gue existe en 66 %
de las células de carcinoma de mama humano (Axel, Schlom vy
Spielgelman, 1972; Vaidya y col, 1974). Dicho ADNc no se
hibrida con el ARN de tumores benignos de mama.

- Por su parte, el ADNc obtenido por transcripcidn inversa
del ARN del virus de Mason-Pfizer, de tipo C, relacionado con
el cédncer mamario del mono rhesus, es también complementario de
un ARN extraido de tejido de carcinoma mamarioc humano (¥eh y
col, 1975).

Existen también observaciones muy interesantes hechas con
métodos inmunoldgicos, gue seran mencionadas en el capitulo "V

Discusién®.
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1T.G6. INMUNOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

I1.G.1. INMUNOLOGIA DEL CANCER MAMARIO MURINO

En las celulas cancerosas hay notables modificaciones
3inmunologicas de caracter muy diverso y de dificil
interpretacién en muchas ccasiones. Se modifican
cuantitativamente los antigenos tisulares especificos. Se
alteran las proteinas cualitativamente, apareciendo antigenos
tumor-asociados (TAA) y tumor-especificos (TSA). Cambian de
manera variable los antigenocs del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), llamado complejo HLA en el ser
humano y H-A en el ratdén. En términos generales, existe una
relacidén inversa entre cantidad de antigenos del sistema H-A y
TAA.

Lo mas frecuente es gue los tumores inducidos por agentes
gquimicos © por virus posean una buena representacidén de TaA y
una disminucién significativa de los antigenos H-A. Asi sucede

con log sarcomas provocados por 3-metilcolantreno (Haywood vy

McKhann, 1971) o virus polioma (Ting y Herberman, 1971). No
obstante, hay excepciones y se puede dar el caso contrario de
nuy escasa cantidad de TAA coincidente con aumento de
antigenos H-2, como sucede en las células transformadas por el
virus del sarcoma murino de Moloney (Mo-MuSV) (Tsakvaklies y
col, 1974).

En los linfomas de ratén inducidos por el Mo-MuSV existen
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unos neoplasmas con aumento de TAA y disminucidn de antigenos
H-2 (Cikes, Friberg y Kelin, 1973) y otros tumores en los due,

contrariamente, disminuyen los TAA y aumentan los antigenos H-2

(Feny®, Klein y Klein, 1968). Estos ultimos tumores son formas
inmunorresistentes de dichos linfomas.

La existencia de TAA fue descrita para el carcinoma
mamario esponténeo del ratodn por Heppner v Pierce (1969).

En el adenocarcinoma mamario del ratdén se han descrito
diversos tipos de TAA. Algunos son genéricos y dan reacciones
cruzadas; otros son particulares de cada tumor. Muchos tumores
mamarios tienen antigenos embrionarios y fetales. Utilizados
como antigenos para la inmunoterapia, los carcinomas mamarios
resultan muy escasamente inhibidos (Blair, 1970).

Una demostracidén de que existen TAA en el cancer de mama

murino de lgs ratones de la cepa A es la inhibicidén de su

crecimiento mediante irradiacidén X con 400 vrads, que
aisladamente es inmunosupresora perc no provoca efectos
significativos sobre los tumores, mas inmunoterapia adoptiva
con células esplénicas alogénicas de ratones CBA inmunizadas

contra tumores A (Woodruff y Symes, 1962; Woodruff vy Boak,

1965) .

Sin embargo, 1las c¢élulas alogénicas CBA provocaban
reacciones injerto-versus~huésped mortales en la mayor parte de
los ratones A, que la irradiacién no consigue dominar en otros
casos.

La inhibicidén tumoral se mantuvo y la reaccidén injerto-
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versus-huésped se elimindé cuando se trasplantd el tumor mamario
a ratones hibridos F1(CBAxA) administréandoles por via
intravenosa células esplénicas de ratones CBA inmunizadas con
los tumores.

En varios tipos de tumores, la inmunoterapia adoptiva con
linfocitos sensibilizados con TAA consigue mejores resultados
si se combina con inmunoterapia pasiva. Asi, el tumor mamario
de ratones C3H mantenido en ratones BALB/c es inhibido mas
marcadamente con linfocitos sensibilizados y suero sanguineo
con anticuerpos antitumorales (Batchelar, Boyse y Gorer, 1960).

También suele ser superior la combinacidén de inmunoterapia

adoptiva con guimioterapia, radioterapia o cirugia, que cada

una por separado.
Asi mismo, la inmunoterapia adoptiva mejora en ocasiones

provocando una inmunoestimulacién inespecifica. Asi, el

adenocarcinoma mamario de ratdén es inhibido utilizando

linfocitos sensibilizados zimosdn (Martin, Hayworth y Fugman,

1970) .

El desarrollo del EAC es 1inhibido temporalmente por

células esplénicas singénicas nativas tratadas "in vitro'" con

inmuno-ARN, o sea, ARN de linfocitos de ratdén inmunizados con
EAC (Rigley, 1969), con DEAE-dextrano para facilitar su
captacién.

La mayor parte de los adenocarcinomas del ratdn son de
origen virico. Por este motivo, poseen antigenos viricos de dos

clases; unos, viro-informados, gue dependen del cédigo genético
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virico y producen proteinas de la particula virica; y otros,
viro-inducidos, que corresponden a antigenos que no son de las

particulas viricas, sino que son producidos por accidén sobre

diversos genes celulares (Vaage, 1968).

Algunos de 1os TAA no provocan reacciones de rechazo. Pero
existen también TAA que pueden inhibir al neoplasma (TATA, por
"tumor-associated transplantation antigens" o TARA, por
"tumour-associated rejection antigens"). En condiciones
experinentales, 1los extractos de adenocarcinoma mamario
contienen TARA que son capaces de detener el crecimiento
neoplédsico en ratones singénicos, asi como de eliminar la
transmisidén vertical de carcinomas mamarios inducidos por el

MMTV en los ratones de la cepa C3H (Irie e Irie, 1971).

Uno de los grandes problemas de los tumores malignos es la
gran heterogenicidad fenotipica en general e inmunoldgica en
particular de sus ©poblaciones celulares. Hay tejidos
neoplédsicos que son mas © menos inmunogénicos tomados en
conjunto; en efecto, hay neoplasmas muy inmunogénicos y los hay
escasamente inmunogénicos, porque contienen muy pocos TATA o
TARA, aungue pueden poseer abundantes TAA que no actlan como
inmunogénicos para destruir al tejido neopléasico.

También se da el caso de existencia de TARA gque no actuan
como inmunogénicos debido a que se encuentran funcionalmente
blogueados por otras moléculas.

En los ratones de la cepa A existe el adenocarcinoma

mamario TA3, del cual hay dos variantes. Una de ellas, llamada
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TA3/SD, crece unicamente en ratones singénicos de la cepa A,
pero no en ratones alogénicos C3H. La otra variante, TA3/Ha,
puede crecer tanto en animales A singénicos como en ratones C3H
alogénicos.

El tumor TA3/Ha desprende abundantes TAA de la membrana
celular.

Si los tumores TA3/Ha se tratan con neuraminidasa y se

trasplantan, resultan rechazados por los ratones C3H (Sanford,

1967). La neuraminidasa, sobre todo la producida por el Vibrium
cholerae, hace accesibles a los TAA dque se encuentran
blogueados. Se trata de una N-acetilneuraminato-glucohidrolasa
gque elimina residuos de 4dcidos sidlicos (&cido a-N-
acetilneuraminico), derivados acetilados del acido D-neurdmico,
que forman parte de las cadena B-galactosil de las
glucoproteinas e la superficie celular.

Por otra parte, la neuraminidasa hace a las células més
susceptibles a los anticuerpos 19 S (Sanford, 1973). La lisis
de 1las células cancerosas por anticuerpos es generalmente
anticuerpo~dependiente.

Independientemente de todo ello, un mismo telidos
canceroso puede contener subpoblaciones con distinta potencia
inmunogénica. Las de mayor actividad inmunogénica pueden
provocar la destruccidén de su subpoblacidén, a pesar de lo cual
la masa hneopldsica continda c¢reciendo a partir de las
subpoblaciones inmunogénicamente méds débiles o gue tienen TAA

gue no son TATA. Ademds, existen otros mecanismos de
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inmunomodulacidén con seleccidén en subpoblaciones inmuno-
insensibles o con produccién de metdstasis, que en general son

escasamente inmunogénicas (Vaage, 1973).

Khoda y ¢ol (1986) solubilizaron con n-butanol los TATA de
células de gliosarcoma de rata (T-9). La viabilidad de las
células T-9 después de eliminar los TATA por la solubilizacidn
fue deméas de 85 %. Ratas sanas Fischer fueron tratadas con 500
ug de extracto de n-butancl e inoculadas con 2 millones de
células T-9. A las 8 semanas de la inoculacidén, el didmetro del
tumor fue significativamente menor que en las ratas controles
no tratadas. Otro grupo de ratas fue tratadc con 770 ug de
extracto de n-butanol y las células T-9; a continuacidn, las
ratas fueron inoculadas con 10 millones de células singénicas
FTL-13 de linfoma timico. Las células T-9 fueron rechazadas en
la rata, en tanto que las células FTL-13 provocaron la muerte
del huésped, lo gue indica que el extracto de células T-9 con
n-butanocl contiene TATA especificos de las células T-9. El
extracto de n-butancl se caracterizdé mediante cromatografia en
columna de filtracidén con gel TSK G-3000 SW y columna de
intercambio con anién Mono Q con el sistema cromatogriafico
rapido de proteinas liquidas (FPLC). E1 TATA de las células T-9
tiene un Pm de unos 40.000-70-000 D y fue elidido en la
fraccién 0,6-0,9 M NaCl de la columna Mono Q. Los mecanismos de
rechazo de las células T-9 en ratas tratadas con extracto de n-
butanol fueron examinados.

En la rata, los tumores primitivos contienen
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glucoproteinas de superficie de gran capacidad inmuncgénica, en
tanto que las metastasis cancerosas son muy poco inmunogénica
(Kim_y col, 1975).

En los procesos cancerosos existen diversos procesos de
inmunomodulacioén, por los cuales los tumores escapan del ataque
inmunoldégico del organismo. En la "Discusién" hablaremos del
gue consiste en liberacidén TAA solubles.

Por si ello fuera poco, las células cancerosas producen
sustancias estimulantes. Las células del carcinoma mamario de
ratdn cultivadas "in vitro" segregan una sustancia gque estimula
la sintesis de ADN y la mitosis de las células normales de
embrion de ratén cuando se anade su medio de cultivo a
monocapas confluentes estacionarias por 1los fendmencs de
inhibicién por contacto del movimiento y de la reproduccidn
(Nair y DeOme, 1973).

Por otra parte, no todas las reacciones inmunolégicas
provocadas por los tumores son inhibitorias o destructoras. La
inmuncestimulacidén tumoral es un hecho conocido, aungue gquedan
muchos puntos por aclarar, gue ha sido estudiada por diversos
investigadores, como Prehn (1972, 1974), Medina y Heppner
(1973), Fidler (1973), Shearer, Philpott y Parker (1973),

Andrews (1974) y Jeejeebhoy (1974). Gracias a este proceso, se

producen inmunoglobulinas inducidas por tumores y linfocitos
sensibilizados gque son capaces de estimular la reproduccidn
celular neopldsica.

La timectomia, gue es causa de la desaparicién de 1las
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respuestas inmunoldégicas mediadas por linfocitos T, aumenta
generalmente la incidencia tumoral frente a 1los agentes
cancerigenos. Asi, la timectomia permite el incremento de
neoplasma provocado con diversos agentes quimicos, como 1los
tumores de piel por 2,3-benzopireno (Miller, Grant v Roc, 1963)
y virus, como los tumores de ratones BALB/c y C3H/HeN

producidos por adenovirus 12 (Kirchstein, Rabson y Peters,

1963} © los causados en el hdmster con el misme virus (Yohn y

col, 1965).

Sin embargc, la timectomia no ocasiona ningun aumento del
adenocarcinoma mamario del ratén, como han observado Sakakura
Yy Nishizuka (1967) y Yunis y col (1969). Contrariamente, la
timectomia conduce a una disminucidén de los adenocarcinomas
mamarios en los ratones de la cepa C3H, debido a que en esta
cepa no se producen anticuerpos acrecentadores, actuando sélo
como inhibidores.

Si se cortan fragmentos de adenocarcinoma mamario C3H y se
conjuntan con gamma-globulinas humanas por medio de
bisdiazobenzidina, Yy se inyecta el complejo Jjunto con
coadyuvante de Freund completo a ratones C3H ¢ue tienen tumores
de mama, se produce degeneracién y fibrosis tumoral con
infiltracién linfocitaria y fibrosis, y en el suero sanguineo

se detectan anticuerpos anti-tumorales (Czajkowski y col,

1966).
En la defensa inmunolégica contra el céancer participan de

una u otra manera la médula osea, el timo, los ganglios
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linfaticos y el bazo. En la especie humana los ganglios son
importantes, pero en los animales el bazo es mas importante
para la defensa inmunolégica contra el cancer que los ganglios

linfaticos (Humphrey v col , 1971).

Aoyama y col (1987) observaron que la cepa de ratones II-
TES libera gran cantidad de MMTV en la leche, a pesar de lo
cual es resistente al desarrollo de carcinoma mamario. La
observacidn de cancer de mama en ratones hibridos de distintas
razas reveld los siguientes resultados de 1los cruces de

diferentes razas de ratones:

II-TES x II-TES .....vess04.... Ningun tumor
(BABL/ca x II-TES)Fl ....... ... elevada incidencia de tumor
(C57BL/6N x II-TES)Fl ......... elevada incidencia de tumor
(BALB/ca x 02-F)F1 ,........... ningun tumor
[ (OX-F x (02Z~-F x II-TES)]Fl ... 68 % de incidencia de tumor

[II-TES x (0Z-F x II-TES)]F1 .. 45

one

de incidencia de tumor

La explicacién es la sigulente.

La cepa II-TES posee un gen recesivo de resistencia al
cancer de mama, que impide la actividad cancerigena del MMTV
pero no su liberacidén. E1 MMTV actida con el cruce de IT-TES con
cepas de escasa o nula incidencia tumoral, como BALB/ca y OZ-F.

La cepa II-TES, sin embargo, posee dos genes dominantes
independientes que son promotores de la carcinogénesis mamaria.
En la cepa II-TES, el gen recesivo de resistencia al carcinoma

mamario inhibe a los genes dominantes promotores de la
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carcinogénesis mamaria. En el cruce con razas sin cancer
mamario existe un solo alelo del gen recesivo, por lo que los
promotores pueden actuar.

Dux y Demant (1987) observaron gue la susceptibilidad al
MMTV en los ratones C3H estd controlada por el MHC y que la
susceptibilidad tiene lugar no sdéloc en el tejido mamario sino
que depende de factores sistémicos.

La diferente susceptibilidad a la accién cancerigena del
MMTV en los ratones C3H/Bi sequn su edad, muy alta entre los 5
Yy los 9 meses (95 %) y muy baja entre los 10 y los 12 meses (4
%), ¥ el estudio de las reacciones inmunoldgicas de las células
esplénicas de los ratones a distintas edades, hace pensar gue

unas células K no-T son las mds activas, como se ve por el

aumento de la citotoxicidad celular anticuerpo-dependiente
(ADCC), participantes de la resistencia al cédncer mamario, en
tanto que no parecen participar de manera importante. Una
elevada respuesta blastogénica de los linfocitos esplénicos a
la fitohemaglutinina (PHA) es compatible con dgran incidencia
tumoral. La produccién de anticuerpos T-dependientes contra
hematies de carnero (SRBC) no se correlaciona con mayor © menor
resistencia a la carcinogénesis mamaria. La cantidad de células
T supresoras Yy citotdxicas cuya reaccién con anticuerpos

monoclonales es Lyt 172", tampoco procura resistencia al

desarrollo tumoral (Benvist y col).
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I1.G.2. INMUNOLOGIA DEL CANCER MAMARIC HUMANO

Existen muchos datos que permiten afirmar la existencia de
TAA en el carcinoma de mama humano y murino, algunos de los
cuales tienen relacidn con proteinas viricas.

El organismo reacciona frente a los antigenos tumorales.
El estudio de la inmunocompetencia en las enfermas de cancer de
mama se ha hecho: a) con pruebas de hipersensibilidad retardada
cutdnea frente a antigenos de recordacidn (Solowey v Rappaport,
1965; Roberts y Willjams, 1968; Al-Sarraf y col, 1970; Summer,
Edwards y Baum, 1972; Nemoto y col, 1974) frente a DNBC o con
extractos enriquecidos en membranas de células cancerosas; b)
observando la respuesta linfoblastica de los linfocitos de las
pacientes frente mitégenos inespecificos, como la PHA
(Garrjoch, Good y Gatti, 1970; Roberts, 1971; Fisher, Saffer y
Fisher, 1972; c) mediante andlisis de la citotoxicidad de los
linfocitos de las pacientes; ch) la cantidad de rosetas de

linfocitos circulantes (de tipo T) que se forman

espontdneamente; (Stiernswdrd y col, 1972: Papatestas y Kark,
1974); d) por la prueba de la inhibicidén de la migracién
linfocitaria frente a antigenos neoplasicos solubles o pruebas
de la inhibicidn de la adherencia leucocitaria (Moulton y col,
1974; Grosser y Thomason, 1975): e) por la prueba de "ventana
cutdnea".

La reactividad de las pacientes contra algunos antigenos

se mantiene durante mucho tiempo, hasta que disminuye
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notablemente en el cancer de mama diseminado. Su ausencia
revela un estado avanzado muy incompetente desde el punto de
vista inmunolégico, pero esa reactividad no se correlaciona
siempre con el prondstico.

La respuesta a la sensibilizacidn con DNBC va disminuyendo
conforme el tumor progresa. Las reacciones muy intensas tienen
cierta relacidén con un prondstico mds favorable, disminuyendo
en los carcinomas mamarios diseminados. Las  pruebas
inmunologicas no tienen una interpretacioén facil y univoca. En
muchos tumores cerebrales, tanto malignos como benignos,

desaparece la reaccién de sensibilizacidén al DNBC (Brooks VY

co 1972) al parecer debido a la produccidén de un factor

AT
inmunosupresor humoral.

En el cancer mamario se ha utilizado: a) la inmunoterapia
inespecifica con BCG sélo o con células cancerosas autdlogas

activas Jirradiadas o tratadas con neuraminidasa (McCredie,

Brown y Cole, 1959; b) la inmunizacidén activa especifica con

células autdlogas de céancer mamario (Gorodilova, Silino vy

Soraeva, 1965; c¢) la inmunizacioén con células tumorales a las
que se fijdé y-globulina de conejos y adyuvante de Freund
(Ezajkowski y col, 1967); ch) con antigenos de células de

cancer mamario aisladas cromatograficamente (DeCarvalho, 1964});

d) la inmunoterapia activa especifica con células cancerosas

nativas irradiadas con rayos X o tratadas con neuraminidasa; e)

la jipmunoterapia adoptiva con factor de transferencia

dializable (Oettgen y col, 1974); f) la inmunoterapia pasiva
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con inmunosuero de caballo contra antigenos de cdncer mamario

(Murray, 1958);: g) el autoinjerto de tejido canceroso irradiado

(Anderson v col, 1973 y 1974), gue mejora Jos resultados de la
radiosensibilidad del tumor residual.

Los resultados son mejores con tejido neopldasico autdlogo
que con heterdlogo. No obstante, existen reacciones cruzadas
entre algunos antigenos de tumores alogénicos.

Se ha preparado una linea celular de cancer mamarioc humano
infectado con un mixovirus aviar, con la idea de gque las yemas
de formacidén virica en la superficie celular aumenten la

capacidad inmunogénica de los antigenos tumcorales (Santer,

Biachl y Lindenmann, 1975). El1 BCG intratumoral no produce
respuesta mas que en el 15 % de 1los cdanceres de mama

metastdsicos (Garas y col, 1975). La mejor forma de administrar

el BCG es por escarificacién entre los ciclos de guimjoterapia,
lo gue consigue aumentar ligeramente la supervivencia que con
s6lo quimioterapia. Otros estudios sehalan gque el BCG no anade
ninguna ventaja a 1la ciclofosfamida o a la adrenalectomia

(Nemcto, Rosner v Dao, 1976).

La inmunoterapia inespecifica con Corynebacterium parvum
no produce ninguin efecto que mejore a la quimioterapia.

La blastogénesis de 1linfocitos periféricos suele
disminuir, pero no pocas veces es normal en las fases iniciales
para bajar cuando el tumor avanza. La linfoblastocgénesis
promovida por mitdgenos inespecificos indica que los linfocitos

pueden reproducirse, perc no siempre se correlaciona con su
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capacidad inmunogénica frente a antigenos tumorales (mitdgenos
especificos). No obstante, se ha sehalado que cuando los
ganglios linfdticos regionales contienen abundantes linfocitos,
con predominio de los linfocitos T, y éstos muestran una
respuesta linfobldstica abundante "in vitro" a la PHA, el
prondéstico es favorable, con un aumento significativo de
pacientes gue sobreviven a los c¢inco anos. En cambio, el
prondstico es desfavorable cuando los ganglios tienen pocos
linfocitos y éstos no responden a la PHA.

Parece, por lo tanto, que cabe una interpretacidn distinta
para la linfoblastogénesis de los linfocitos circulantes y de
los linfocitos ganglionares.

Por otra parte, el grado de infiltracién linfocitaria
tumoral no se correlaciona con el prondstico ni con 1la
capacidad Dblastogénica de 1los 1linfocitos periféricos o
ganglionares frente a la PHA.

El numerco de rosetas T disminuye generalmente en las
pacientes, pero con frecuencia es normal. Su presencia no
sefiala un prondstico favorable.

Los extractos tumorales hacen gque se pierda la capacidad
de adherencia de los leucocitos a las paredes de los frascos de
cultivo: el suero de las pacientes bloquea el efecto y consigue
que los leucocitos permanezcan adheridos. La reaccién es
positiva en 89 % de las pacientes y en 6 % de los contrcles. La
reaccion es mds débil en los carcinomas metastdsicos que en los

locales o loco-regionales.
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Los extractos de membrana plasmatica de células de
carcinoma mamario de origen autélogo o alogénico provocan

reacciones cutaneas de hipersensibilidad retardada en enfermas

con cancer de mama (Alford, Hollinshead y Herbeman, 1973;
Hollinshead v ¢ol, 1974), atribuidas a un TAA membranico.

Los linfocitos de enfermas c¢on carcinoma de mama
cocultivadas "in vitro" con células de carcinoma de mama,
provocan su apelmazamiento (Sherwin y Richters, 1972) vy
manifiestan claras reacciones de tipo inmunolégico (Fossati v
col, 1972).

Utilizando 1la técnica de migracién leucocitaria con
extractos tumorales mamarios se ha demostrado la presencia de

TAA (Andersen y col, 1970; McCoy y c¢ol, 1974; Cochran y col,

1974) y Perlin y col (1975) sefhalaron la existencia de TAA
comunes en los carcinomas mamarios masculinos y femeninos. La
prueba de inhibicidén de la migracidn leucocitaria disminuye de
intensidad con los extractos de tejido de carcinoma mamario
autdlogo (Anderson v col, 1970). En general, los extractos de
diversos tumores inhiben la migracién de leucocitos autdédlogos
y alogénicos (Wolberg, 1971).

En céancer de mama humano, la irradiacion local
postoperatoria inhibe notablemente la inmunidad mediada por
células _(Cosgsimi vy c¢ol, 1973). La irradiacidén pre- o

postoperatoria inhibe la inmunidad celular (Glas y Wasserman,

1974).

Asi mismo, 1la irradiacién inhibe 1la produccioén de
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linfocitos T v B, pero los linfocitos B, mediadores de la

inmunidad humoral, se recuperan primero (Wood y col, 1974).
Se ha indicado la existencia de una correlacidén entre el
grado de inmunidad celular apreciada por medio de pruebas
cutdneas de hipersensibilidad retardada y el prondstico de
diversos tipos de cdncer, como se ha sehalado para canceres
ginecolégicos (Nalick y ¢ol, 1974) y broncopulmonares (Han y
Takita, 1972; Anthonyvy v col, 1974); también se correlaciona con

la extensidén tumoral (Eilber, Nizze vy Morton, 1975}. No

obstante, son numerosas las excepciones.

En el cancer mamario humanc, la reaccidén positiva a la
tuberculina intracuténea se ha asociado por Mackay y col (1971)
a un pronostico mds favorable. Dicha reaccidn se toma como
manifestacidén de mejores defensas inmunoldgicas y depende de la
secrecioén de cortiscol y andrdégenos.

Nemoto y col (1974) encontraron en pacientes con cancer de
mama una correlacién entre la respuesta blastogénica de los
linfocitos "in vitro" estimulados por mitdgenos inespecificos
como la PHA y 1la inmunidad mediada por linfocitos. La
blastogénesis linfocitaria es inhibida "in vitro" por los

extractos de carcinoma de mama (Fischer y col, 1969; Savel,

1969. La citotoxicidad de 1los linfocitos disminuye en 1las

enfermas de cancer mamario (Deodhar, Crile y Esselstyn, 1972;

Fossati, Conevari vy Della Porta, 1972). La prueba de la
inhibicidén de la migracién linfocitaria disminuye de intensidad

con extractos de tejido de carcinoma de mama autdlogo
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(Anderesen y col, 1970). Los extractos neopldsicos inhiben la

migracién de leucocitos autdlogos y alogénicos (Wolberg 1971).

Campbell y c¢ol (1986) estudiaron la respuesta humoral
autdloga y alogénica en pacientes con cdncer de mama frente
tumores de mama mediante la aplicacidén de ELISA en suero y
sobrenadantes de linfocitos transformados de las pacientes y de
controles. En el grupo control puesto en contacto con suero con
anticuerpos, se observé gque no habia respuesta ni aumento
relativo del titulo. Sin embargo, cuando se analizé la
respuesta por el uso de clones de linfocitos transformados de
las pacientes, se demostrd una especificidad generalizada que
contribuia al encubrimiento de la respuesta especifica en el
suero. Algunos de estos clones podrian tener aplicacién en el
diagnéstico y tratamiento del cadncer de mama.

Sjibégren y col (1972) descubrieron que el suero sanguineo
de los enfermcs de cancer contenia factores bloqueantes de la
citotoxicidad linfocitaria. Los factores blogueantes séricos se
fijan a las células cancerosas, de donde pueden ser eluidos,
habiéndose demostrado que se trata de los cominmente llamados
inmunocomplejos (IC), complejos antigenc-anticuerpo.

Los factores blogueantes, IC circulantes (ICC), ademds de
inutilizar a los anticuerpos, se fijan a 1los linfocitos
impidiendo su actividad citotéxica. También se unen a la
membrana celular favoreciendo su inmunomodulacién.

Los de pacientes con carcinoma mamario inhiben la

blastogénesis linfocitaria inducida por el PHA (Whitaker, Reesk
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y Clark, 1971).

Para complicar mads la situacidén, el suero sanguineo de
pacientes con cancer mamarioc contiene factores inhibidores de
los IC (Hellstrdédm y col, 1971; Hellstrom y Warner, 1973). Estos
factores existen también en mujeres normales, aungque tienen un
40 % de la actividad de los encontrados en las pacientes.

Adungue sea mds corriente gue los canceres avanzados
manifiesten reacciones de hipersensibilidad retardada negativas
o ligeramente positivas, como se ha descrito en canceres del

aparato digestivo (Kronman, Shapiro v Localio, 1972) entre

otros, se ha demostrado gque una buena respuesta blastogénica no
lleva siempre aparejada una mejor defensa antitumoral, y se
sabe que hay cdnceres diseminados de diversos tipos que
presentan reacciones de hipersensibilidad retardada normales
para antigenos previos (Primack, Vogel y Barker, 1973), vy
respuesta blastogénica normal a la PHA en organismos que son
incapaces de desarrollar poblaciones linfocitarias competentes
frente antigencs nuevos o contra los antigenos del tumor que
hospedan.

Los extractos de antigencs de membranas celulares de
carcinoma mamario humanc obtenidos con solucién de cloruro de
potasio 3 M y con otros medios reaccionan "in vitro" con

anticuerpos y linfocitos de pacientes con carcinoma mamario

(Gentile y Flickinger, 1972: Story y col, 1974). Estos

extractos de tejido de carcinoma mamario autélogo o alogénica

aumentan la inhibicidén de la migraciodn de los leucocitos de las
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enfermas en el 77 % de los casos (McCoy y col, 1974; Perlin y

col, 1975). Los extractos similares obtenidos de tejidos
mamario normal o de mastopatias benignas no manifiestan tal
efecto. Igualmente, estos antigenos indican la existencia de
antigenos ancormales del complejo mayor de histocompatibilidad.

Black y col (1975) mostraron que la leche de ratonas que
contienen MMTV, asi como los antigencs de tumores malignos y
benignos murinos no modifican la migracién de los leucocitos de
las mujeres sanas o con tumores benignos. En cambio, inhiben a
los leucocitos de mujeres con carcinoma mamario en el 31 % de
los casos, lo gque demuestra la existencia de anticuerpos
antineopldasicos de mama humanos gue reaccionan con antigenos de
cdncer mamario murino ¢ de MMTV. La mayor reaccidn se lleva a
cabo con los antigenos de las particulas intracitopldsmicas de

tipo A (Miller y col, 1973).

Black Yy col (1975) describieron que la presencia de
antigenos inmunogénicos de carcinoma mamario humano que son
similares al MMTV es un dato diagndstico favorable.

En los sueros de las pacientes de cdncer de mama aumenta
la cantidad de anticuerpos antitumorales en las primeras fases
del crecimiento neopldsico, pero disminuyen y 1llegan a
desaparecer en los tumores muy grandes. Asi mismo, cuando un
tumor mamario es extirpado, aumenta temporalmente el titulo de
anticuerpos.

En el cancer mamario con metdstasis tratado mediante

mastectomia, el intervalo 1libre de enfermedad vy 1la
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supervivencia son mayores cuando se detectan anticuerpos
anticancerosos circulantes. Los ganglios linfaticos regionales
no invadidos o con una discreta invasién de células cancerosas
contienen linfocitos citotéxicos para dichas células; en
cambio, 1los ganglios con grandes metdstasis carecen de
linfocitos citotdxicos (Depodhar, Crile y Esselstvn, 1972).

Es curioso que los linfocitos citotéxicos de ganglios
linfdticos regionales de carcinomas mamarios reaccionen con las
células de melanomas malignos y viceversa; esta reacciodn
cruzada se observa en el 25 % de los casoes. A su vez, los
linfocitos de ganglios linfaticos regionales tanto de carcinoma
mamario como de melanoma maligno son citotdéxicos para células
embrionarias humanas en el 66 % de los casos (Della Porta,
Canervari y Fossati, 1973).

Empleando anticuerpos mononucleares contra monocitos
humanos, Calveo vy cel (1987) encontraron en las 7 1lineas
celulares examinadas antigenos My4, MOl y MOFll. En algunos
casos se encontrd expresion de antigenos Leu M1, Leu M3, My9 y
MO2. Hubo nada o muy pocos antigenos Leu M2 y My7. En conjunto
se encontrd expresidén de antigenos mielo-monociticos en tejidos
de carcinoma de mama primitiveo, metastasis de carcinoma
mamario, fibroadenoma mamario, glandula mamaria normal v
células mieloides. Hay expresidén comin de algunos antigenos en
las células epiteliales mamarias normales ¢ tumorales y en las
células mielo-monociticas, posiblemente porgque son proteinas

implicadas en funciones similares de interaccién con la matriz
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extracelular y preceden a la migracién en el caso de los
macrofagos y las c¢élulas cancerosas epiteliales. No se
encontraron antigenos de linfocitos T o B en las células de
carcinoma mamario.

Byers v g¢ol (1975) encontraron gue los linfocitos de
pacientes tratadas, durante el intervalo libre de enfermedad,
eran citotdxicos para la linea celular ALAb-496, obtenida de
carcinoma mamario. También habia linfocitos citotdéxicos anti-
ALAD-496 en algunos sujetos sanos, tanto hombres como muijeres,
particularmente en personas en intimo contacto con enfermas de
cancer de mama.

En los casos de cancer mamario con invasidén de los
ganglios axilares, cuando la tasa de anticuerpos es
extremadamente baja ¢ nula la supervivencia media es de doce
meses; si existen anticuerpos, la supervivencia es mayor de dos
afios.

Cuando se estudian los linfocitos de 1los ganglios
linfaticos axilares de enfermas con cdncer de mama, Se observa
que los linfocitos de los ganglios con invasién neopldsica
reaccionan al efecto mitégenc de la PHA con menor intensidad
que los linfocitos de log ganglios no invadidos (Fisher, Saffer
y Fisher, 1972). Sin embargo, esto no se repite para tumores de
colon y otras localizaciones.

Nalick y col (1974) encontraron ¢gue la reaccidn adecuada
de los ganglios linfdticos regionales de la mama en el caso de

carcinoma de la misma revela un mejor prondstico. Cuando los
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ganglios muestran abundantes linfocitos y un predominio de los
linfocitos T, con respuesta linfobldstica abundante "in vitro",
el numero de pacientes que sobreviven a los cinco anos es
significativamente mayor gue cuando se encuentran ganglios con
escaso numero de linfocitos. Pero en estas mismas pacientes, la
cantidad de linfocitos T y B circulantes y la respuesta
blastogénica linfocitaria al mitdgeno inespecifico PHA son
similares a las enfermas con tumores benignos y a las mujeres
sanas.

Existen muchas discusiones sobre el papel de los ganglios
linfdticos en el cédncer, sobre si son o no dtiles como centros
defensivos.

En el carcinoma mamario, el nuimero de ganglios regicnales

axilares afectados se correlaciona con el prondstico (Black y

Asire, 1969; Silverberg Yy c¢ol, 1970; DiPaola y col, 1973;

Friedell y col, 1974). Cuando la invasioén de los ganglios

linfaticos axilares con células cancerosas es muy marcada, se
ven imposibilitados para detenerlas y se produce la
diseminacién. No obstante, se supone gue durante cierto tiempo
los ganglios linfdaticos impiden la diseminacidén cancerosa

(Edwards, Baum y Magarey, 1972; Berg y ¢el, 1973). La defensa

ganglionar se debe a la llegada de antigenos liberados por el
tumor; los ganglios linfaticos responden a los antigenos
cancerosos con aumento de 1la actividad de 1las células
reticulares e histiocitosis de los senos vasculares.

De estos hechos surgié la duda de si los ganglios
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regionales deben o no eliminarse sistematicamente con cirugia
e lirradiacién.

Desgraciadamente, para conocer el estado de los ganglios
linfaticos hay que quitarlos y estudiarlos por microscopio.
Ademas, estando el tratamiento y prondstico del cancer de mama
relacionado con el numero de ganglios afectados, se deben
extirpar y examinar muchos de ellos, quizd cuando menos seis de
los sospechosos. Con frecuencia los ganglios reactivos pero no
invadidos estdn agrandados. Su extirpacidén para comprobar que
no son neopldsicos resta capacidad defensiva. Los ganglios
reactivos vuelven a la normalidad unos tres meses después de
una mastectomia simple sin vaciado axilar.

En los tumores pequenos, una infiltracidén abundante de
linfocitos se ha asociado a mayor supervivencia o, cuando
menos, a una fase de frenado de la extensidén de la invasién
necpldsica. Pero cuando el tumor alcanza tres o cuatro
centimetros de didmetro y hay ganglios regionales invadidos, la
presencia de gran infiltracion linfocitaria tumoral corresponde

a peor prondstico (Flores y ¢ol. 1974).

En los gangliocs linfdticos regionales no invadido por
células neopldsicas existen linfocitos  productores de
inmunoglobulinas M (IgM). Cuando son invadidos, desaparecen los
linfocitos productores de 1IgM, en coincidencia con la

desaparicién de las IgM en_ el tejido tumoral (Richter vy

Kagperskey, 1975).

En la primera fase del crecimiento del carcinoma mamario,



73

el analisis del tejido tumoral muestra disminucion de 1la
cantidad de IgA e IgG en la tercera parte de los casos VY

aumento de IgM (Roberts vy c¢col. 1973). La cantidad total de

inmunoglobulinas se correlaciona con el numero de células
plasmaticas que infiltran el tumor. Parece ser gue las IgA
aumentan durante la carcinogénesis y se encuentra con
frecuencia elevada en el suerco sanguineo de las pacientes

(Rowinska, Lazar y Burtin, 1970). Algunos investigadores les

atribuyen actividad promotora. Esto no compagina con la
observacidn de que en las mujeres con cancer mamario que son
mastectomizadas e irradiadas, el prondstico es mejor cuando
antes del tratamiento tienen una concentracién alta de IgA gque
cuando es baja (Meyer, MacKler y Beck, 1973). El aumento de las
IgM corresponde a una reaccidén inmunoldégica defensiva.
También en el suero sanguineo de las enfermas es frecuente
encontrar aumentada la IgA). No se ha observado un incremento
de IgA en los tumores benignos. Se ha hallado también un
aumento de las a2-globulinas en el suero de enfermas con
carcinoma mamario metastdsico (Minton y Bianco, 1974).

Della Porta, Canevari y Fossati (1973) indicaron que el

suero de las pacientes con carcinoma mamario contiene
anticuerpos anticancerosos especificos en el 58 % de los casos
antes del tratamiento quirdrgico y en el 33 % sels meses
después de la mastectomia.

0dili y Taylor (1971) cbservaron dque el nicleo de las

células de carcinoma mamario humanc contienen un antigeno
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detectado mediante fijacién del complemento con sueros
sanguineos autdlogos o alogénicos. En los sueros de las
pacientes aumenta la cantidad de anticuerpos en las primeras
fases de <crecimiento tumoral, @para disminuir y hasta
desaparecer en los tumores muy grandes. Los titulos de
anticuerpos aumentan temporalmente de manera significativa
cuando el tumor es extirpado.

Humphrey v col (1974) y Estes v ¢ol (1974), usando pruebhas
de fijacion de complemento e inmuneodifusién, encontraron que el
suero de pacientes contenia anticuerpos contra antigenos de
extractos de carcinoma mamario en el 46 % de los casos. No
obstante, carecian de especificidad, ya que se velan en el 34
% de los casos de enfermedad fibroquistica y en el 25 % de los
fibroadenomas de la mama.

La cantidad de anticuerpos fijadores de complemento que
reaccionan contra antigenos solubilizados de carcinoma mamario,
la infiltracién linfocitaria del tejido tumoral, la reaccién
linforreticular, la histiocitosis sinusal de 1los ganglios
linfaticos regionales y 1la inhibicién de la migracidn
leucocitaria, se correlacionan con el prondstico del carcinoma

mamario (Hudson y col, 1974).

Chaitchik v col (1987) estudiaron 91 casos de cdncer de
mama eh estadio I hasta 14 anos después de la mastectomia. La
supervivencia a los 10 anos era del 65 %. existe una ligera
tendencia a mejor supervivencia, pero de escasa significacién

cuando hay infiltracidén linfocitaria perivenosa, infiltracién
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linfocitaria tumoral difusa o histiocitosis sinusal de los
ganglios 1linfaticos no invadidos; tampoco hay grandes
variaciones con el tipo histoldégico, diferenciacidn nuclear,
edad y raza con la situacién medial o lateral.

Los antigenos del carcinoma mamaric reaccionan con el
fragmento Fab de la sinmunoglobulinas, no con el Fc.

E]l uso de la fraccidén citoplasmica tumoral como complejo
antigénicoe inyectado intracutdneamente muestra dque 1las
reacciones de hipersensibilidad retardada positivas
corresponden a las supervivencias mds cortas (Hughes y Lytton,
1964). Esta reaccidén se observa en el 18 a 25 % de las mujeres.

Aungue los antigenos de la membrana celular sean los que
participan en las reacciones inmunolégicas, existen antigenos
en otras partes de la celula. Cuando se emplea membrana de
células cancerosas, con frecuencia se obtienen reacciones de
hipersensibilidad retardada, gque a veces se correlacionan con
un prondéstico favorable y otras no. Los antigenos en Jjuego no
parecen ser especificos. Stewart vy Orizaga (1971) han sehalado
que las enfermas de cédncer de mama pueden presentar una
reaccidén de hipersensibilidad retardada frente a membranas de
tejido de carcinoma mamario, de tejido mamario normal y de
melanoma maligno, posiblemente por la presencia de antigenos
comunes.

Iman y Taylor (1989) utilizaron linfocitos de ganglios
linfaticos invadidos por células de carcinomas mamarios

metastdsicos y los hibridaron con células de una variante no
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secretora de mieloma murino. Obtuvieron 14 hibridomas
productores de IgG y 51 sintetizadores de IgM, todos ellos
anticuerpos monoclonales (AMC). Reaccionaron en forma variable
con tejidos de carcinoma mamario humano, pero también con
celulas cancerosas de colon, estdédmago, pulmén y células
normales del epitelio del colon y de la superficie interior de
los tubulos renales.

Mediante electroforesis en geles de poliacrilamina se han
aislado TAA del cdncer de mama que no existen en el tejido
normal (Herberman, 1973; Hollinshead vy col, 1974).

Abe y Kufe (1986) desarrollaron un anticuerpo monoclonal
(AMC) contra membrana plasmatica cruda de carcinoma de mama
humano, al que se llamé AMC DF3. Este reacciona con un antigeno
de superficie de gran peso molecular, unos 300 kd (DF3). El
dcideo butarinico aumenta la expresién del antigeno DF3, de lo
que se deduce dJue se puede tratar de un antigeno de
diferenciacidén presente en las células de carcinoma mamario. El
AMC DF3 reacciona también con las glucoproteinas, de 330 y 430
kd, que existen en las células MCF-7 de carcinoma de mama. El
contenido intracelular y la secrecidén del antigeno DF3 aumenta
con el 12-0O-tetradecancilforbol-13-acetato y con la 1-B-D-
arabinofuranosil-citosina (ara-C). La expresién del antigeno
DF3, no obstante, disminuye con diversos inductores de
diferenciacién, como el dcido retinoico, la hexa-metileno-
bisacetamida, la 1,25-dihidroxi-vitamina D3 y algunos solventes

polares. La secrecién de antigeno DF3 es proporcional a su
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produccion. La valcoracion de DF3 puede orientar sobre el grado
de maduracion del carcinoma mamario humano.

La tenascina es un glucoproteina de la matriz extracelular
que existe en el estroma del tejido de carcinoma mamario
humano, o inducido en ratas con agentes quimicos o provocado en
ratones con virus, peroc no se encuentra en el tejido mamario
normal humano, de rata o ratén, ni en los tumores benignos
(Mackie y col, 1987). La tenascina interviene en las
interacciones entre el estroma y el epitelio mamarios
necplasicos.

Gusterson y col observaron gue un anticuerpo mconoclecnal de
ratén contra un epitopo de un polipéptido glicosilado de
100.000 daltons de las células de leucemia linfoblastica aguda,
reaccionaba con las células miocepiteliales del tejido mamario
normal humano y de rata. No se tifien las células de 1los
conductos, los vasos sanguineos o el estroma. Las células
tefiidas varian entre el 3 y el 14 % de la poblacidn celular
mamaria. Este anticuerpo, no especifico de la glandula mamaria,
podria servir en el tejido mamario para aislar células tubulo-
glandulares de células micepiteliales.

Keydar vy col (1989) produjeron un anticuerpo monoclonal
(H23) de ratén contra particulas de tipo virico liberadas "in
vitro" por células de la 1linea T47D, procedente de wun
adenocarcinoma mamaric humano. El anticuerpo reacciona con una
gp68 que es segregada al medic de cultivo y en los derrames

pleurales por carcinoma mamario. La gp68 se encuentra también
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en la superficie celular y el citoplasma de células de
carcinoma mamario, de metdstasis de carcinomas mamarios y de
células de la linea T47D. En un estudio de tejidos de 812
pacientes con carcinoma de mama se encontrd con la técnica de
la inmunoperoxidasa indirecta que el anticuerpo monoclonal H23
reacciond en el 91 % de los casos. La dgpé8 no existe en tejido
mamario normal y se detectd en 1 de 56 muestras de lesiones
benignas de mama.

Con anticuerpos monoclonales (E476) Diaz-Chico y col
(1988) han demostrado en las células MCF-7, de carcinoma
mamario humano, una proteina de 65 kDa gque es receptor de
estréogenos y un fragmento de 46 kDa del receptor de estrdégenos
gque es un TAA.

El tejido de carcinoma mamario en presencia de anticuerpos
monoclonales IITI D5 contra antigenos de membrana de gldébulos
grasos de leche humana reacciondé con 55 de 74 tumores (74.3 %)
con un antigeno citopldsmico y unas cuantas veces con material
extracelular secretado. La positividad a los Ac III D5 en
citoplasma se correlaciona con los receptores estrogénicos y/o
progesterdnicos, y la positividad con el antigeno secretado con
la existencia de receptores estrogénicos pero no de receptores

progesterdnicos (Krohn vy Helle, 1986).

El anticuerpo monoclonal 323/A3 contra celulas MCF~7, de
carcinoma mamario humano, se fijé "in vitro"™ a un antigeno de
superficie de 4 de 6 lineas neopldsicas de mama ensayadas y a

ninguna linea tumoral gue no fuera de mama (Edwards y col,
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1986). En estudios de tejidos tumorales, el antigeno se
encontrd en 6 de 8 (75 %) ganglios linfdticos con metastasis de
carcinoma de mama, 76 de 128 (59 %) carcinomas primarics, 13 de
63 (20 %) lesiones benignas y 0 de 10 muestras de tejido
mamario normal y de tejidos normales no mamarios, con excepcidén
del epitelio del colon. Es positivo en algunos adenocarcinomas
no mamarios. Se trata de una glucoproteina de Mr 43.000 gue
existe en los tejidos orgdnicos y en las lineas celulares "in
vitro™.

El anticuerpo monoclonal DF3 contra carcinoma mamario
humano, que es una glicoproteina compleja y variable, de 300 a
450 kd. Se compone de 4 fracciones con distinta movilidad
electroforética: S ("slow"), I (intermedia), R (rapida) y VR
("very rapid") y la DF 3 final en suero tiene distinta
movilidad electroforética segun los individuos. Hay también DF3
en orina, con fracciones algo diferentes gue en el plasma. Se
trata de un antigeno heterogéneo, que es una expresion
codominante de alelos génicos miltiples en un locus genético

unico (Haves y c¢ceol, 1988).

El anticuerpo moncclonal DF3, una IgGl contra membrana de
células de carcinoma mamario humano, reacciona con el epitopo
de una familia de glucoproteinas de elevado pesc molecular
(entre 300 y 450 kD) que existe en el 78 % de las células de
carcinoma mamario, 95 % de las células de carcinoma ovdrico y
con las células de la linea celular MCF-7 establecida "in

vitro" de un carcinoma mamario humanoc (Hayes y col, 1988).
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Kufe, Hayes y Abe (1987) y Kufe y gol (1988) prepararon
anticuerpos monoclonales DF3 contra membranas celulares de
metastasis hepdticas de carcinoma mamario humanc. El anticuerpo
monoclonal DF3 reacciona con los bordes apicales de las células
mamarias secretoras y con el citosol de células cancerosas
menos diferenciadas. El antigeno DF3 existe en micrometdstasis
circulantes y de médula Osea. Ensayando el anticuerpo
monoclonal DF3 y los anticuerpos monoclonales F36/22 y 115-D8,
elaborados por otros investigadores contra las membranas de los
gldébulos grasos de leche humana, han encontrado que todos ellos
reaccionan con el mismo antigeno; DF3 y F36/22 son idénticos y
reaccionan con el mismo epitopo, en tanto que 115-D8 lo hace
con un segundo epitopo. El DF3 circulante estd formado por una
familia de glucoproteinas periacinosas con un peso molecular
entre 300.000 y 450.000 D, El1 antigeno DF3 estad aumentado en el
72 % de las enfermas con carcinoma mamario metastdsico y su
concentracién se correlaciona con la evolucién clinica. El uso
conjunto de anticuerpos Mc DF3 y 115-D8 reveld la existencia de
un antigenc gue 1llamaron CAl5-3, que existe en 115 de 158
pacientes con carcinoma mamario metastdsico y su concentracién
se correlaciona con la evolucidén. Los autores consideran gue la
determinacién del antigeno CAl5-3 es mds sensible que el CEA.

El TAA CA15-3 del carcinoma mamario es reconocido por los
anticuerpos monoclonales 115 D8 y DF3, hecho analizado por
Fuijino vy col (1986). En el sueroc normal los niveles son de 24

U/ml (media de 462 individuos). Este valor estd aumentado en el
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24,3 % de las enfermas con carcinoma mamario de todos 1los
estadios; se correlaciona con el estadio clinico haciéndose
positivo en el 64,7 % de los casos en estadio IV, 70,3 % de
tumores metastasicos y 52,4 % de tumores recurrentes. El
porcentaje de positividad de CAl15-3 en suero es similar al de
CEA en los casos de carcinoma mamario, pero hay menos casos
positivos de CAl5-3 que de CEA en lesiones mamarias benignas,
cirrosis hepdtica y cdnceres no mamarios. Esto revela que el
CAl15-3 es util en el diagndstico y seguimiento de carcinoma
mamario,

Iacobelli vy col (1986) prepararon anticuerpos monoclonales
inmunizando ratones con proteinas liberadas al medio de cultivo
de células de carcinoma mamario humanc mantenidas "in vitro".
El anticuerpo monoclonal SP-2, un antigeno de Mr 90.000 de tipo
proteinolipidico, reacciond con 81 de 90 muestras tisulares de
carcinoma mamario humanoc (90 %), con 12 de 23 canceres no
mamarios (52 %) y fue negativo con los tejidos normales,.
Valorado en suero, 35 de 69 pacientes con carcinoma mamario
(50,7 %) y 11 de 37 pacientes con lesiones benignas de mama
(29,7 %), tenian mas de 6 U/ml; también estaba elevado en el 32
% de casos de céanceres no mamarios. Aungue de peso meolecular
similar al CEA, se trata de un antigeno diferente gque podria
utilizarse como marcador bioldgico de patologia mamaria.

Alberti v col (1986) estudiaron tejidos de cistosarcoma
filoides; se encontraron receptores estrogénicos en 4 de los 15

casos, con un promedio de 22 fmol/mg de proteina. CEA existia
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solamente en los componentes epiteliales de 12 de los 15
tumores. Se observo correlacidn entre expresion de CEA vy
recidiva tumoral (50 %); no hubo recurrencia en los CEA-
negativos. No hay correlacidén entre la expresién de CEA vy
receptores estrogénicos.

Bhatavdekar y col (1990) estudiaron 144 pacientes con
cancer de mama avanzado, 64 premenopdusicas Y 80
postmenopdusicas y sus respectivos controles y observaron una
relacién directa entre los niveles plasmdticos de PRL y la
progresidén tumoral o no respuesta al tratamiento.

Los interfercnes (IFN) modulan la expresidén de diversos
antigenos de la superficie celular, entre ellos los del MHC.
Boyer y col (1989) estudiaron la accién de rIFNa y IFNy sobre
la expresidén de antigenos MHC y otros gue noe son MHC. Usan
anticuerpos monoclonales para 14 antigenos de superficie de las
células cancerosas de 5 lineas celulares de carcinoma mamario
o 5 de cancer ovdrico. E1 rIFN7 aumenta los antigenos de MHC de
clase I y de clase II en el 90 % de los casos, hasta 11 veces.
El estudio de 17 epitopos de antigenos que no son MHC mostro
un aumento en el 6 % de los casos que no pasa de 2,7 veces. En
6 lineas celulares no aumentaron en ningun caso y en 4, uno o
dos epitopos moderadamente. Los interferones, por tanto,
producen la induccidn selectiva de antigeno del MHC y, en menor
cuantia, de unos cuantos TAA que no son del MHC.

De la revisidén anterior se desprende el evidente interés

que ha suscitado el estudio de distintos aspectos inmunoldgicos
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en el cdncer de mama. A pesar de gque existen numerosos
hallazgos intrinsecamente importantes, se observan muchos
resultados contradictorios, se recogen situaciones dispares en
diferentes modelos experimentales y es muy dificil encontrar un
comin denominador.

Por otra parte, muy pocos de los descubrimientos
mencionados pueden ser extrapolados a las observaciones

clinicas.
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III. MATERIAL Y METODOS

IIT.A. MUJERES

Para la realizacidn de este trabajo se estudiaron 44
mujeres. De ellas, 18 fueron mujeres sanas no embarazadas, 7
sanas embarazadas y 19 pacientes con carcinoma ductal
infiltrante de la glandula mamaria.

Las edades estuvieron comprendidas entre los 23 y los 44
anos.

Las edades medias fueron 31,3 anos para las mujeres sanas
no embarazadas, 27 anos para las embarazadas y 37 anos para las

pacientes con cancer de mama.

IT1.B. ANIMALES

I1IT.B.1. RATONES SWISS

Se utilizaron ratones de la raza Swiss y C3H/He. El ratodn
de tipo "Swiss" es una raza albina que se originé del Mus
musculus gris comin. Por cruces entre los ratones albinos se
obtuve una raza bastante homogénea gue se mantiene de manera
endogdmica respecto a raza, pero no de manera consanguinea
estricta como en las llamada cepas insitas o endogamicas, como

es la cepa C3H descrita a continuaciodn.
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III.B.2. CEPA INSITA DE RATONES C3H/He

La cepa C3H, a la gue también se ha llamado cepa 7, es el
resultado del cruce entre un macho DBA y una hembra albina
Bagyg, hecha homozitogica, isogénica e isoantigénica por 25
cruces consanguineos sucesivos y mantenida por consanguineidad
estricta. Los ratones de esta cepa presentan una incidencia muy
alta de adenocarcinomas mamarios espontdneos, tanto en hembras
que crian como en virgenes; presentan una elevada incidencia
de hepatocarcinomas. Las células de la gldandula mamaria de los
ratones C3H contienen una gran cantidad de particulas del virus
de los tumores mamarios murinos, abreviado habitualmente como
MuMTV O MMTV (por "murine mammary tumor virus").

La gepa C3H/He fue obtenida por Heston sacando ratones de

la cepa C3H mediante cesirea antes de su nacimiento natural y
amamantandolos con ratonas de la cepa C57BL para evitar la
transmisién horjzontal del virus liberado en la leche de las
ratonas C3H. Se observd qgue los ratones de esta cepa
presentaban una incidencia muy baja de tumores mamarios, la
cual se convierte en alta cuando los ratones son amamantados
con ratonas C3H que tienen virus del tumor mamario murino
(MMTV) en la leche.

No obstante, los ratones C3H/He contienen en su dgenoma
acido desoxirribonucleico complementaric (ADNc) del genoma de
ARN virico. Aungue muchas sublineas de C3H/He conservan la

caracteristica de "no productivas"™ de particulas viricas
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maduras, algunas lineas de ratones y sublineas celulares C3H/He
establecidas "in vitro", como algunas de las mantenidas en
nuestro laboratorio, han recuperado la capacidad de producir

virus vegetativos, por induccién de ADNc provirico.

ITI.B.3. CONEJOS

Utilizamos conejos de la raza "Neozelandés", con 1los
cuales se consiguen buenos titulos de anticuerpos tras su
inmunizacién y por su tamano se puede conseguir mayor cantidad

de suero sanguineo.

II1.C. CULTIVOS DE CELULAS "IN VITRO"

Los cultivos de c¢élulas "in vitro" fueron de gran
importancia para realizar este trabajo. Se hicieron cultivos
primarios y cultivos de lineas celulares establecidas

Para el desarrollo adecuado de los cultivos celulares "in
vitro" se debe conocer si las condiciones mantienen la maxima
viabilidad celular, mediante prubas de viabilidad, y cual es su
capacidad proliferativa, por medioc de curvas de crecimiento y
eficiencia de plancheo. Asi mismo, es indispensable comprobar
gque estan libres de contaminacidn, haciendo pruebas de
esterilidad.

Las técnicas de todo esto se indican a continuacién.
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I1II1.C.1. TECNICA DEL CULTIVO PRIMARIO

Para los cultivos primarios se utilizaron embriones de
ratén, cuyas células sirvieron como células normales control.
Con objeto de realizar un cultivo primario de embridn de
raton, la edad del mismo es importante en algunos estudios.
Para realizar un cultivo primario de embridn de ratén, la
edad del mismo puede ser importante en algunos de los estudios.
Dicha edad se determina de una manera bastante exacta, sobre
todo en los animales homozigdéticos mantenidos en condiciones
idénticas, mediante curvas ponderales desde el apareamiento
hasta el momento del parto. Debe tenerse en cuenta gque existen
variaciones dependiendo del numero de embriones y del estado
previo de las ratonas (virgenes o multiparas). Los embriones
gue se utilizan son los de ratonas de 14-16 dias de prefez.
La extraccién se realiza extirpando el utero completo tras
sacrificar a la ratona por fractura cervical, fijarla por las
cuatro extremidades y realizar 1la incisién, sobre campo
aséptico desde la zona superior genital hasta el térax. Los
uteros se depositan sobre placas de Petr:i: con solucién de
Dulbecco [1x], los embriones, con amnios y placenta, se ponen
en otra placa con solucidn salina equilibrada de Dulbecco [1x]
(SSED) y se extraen los primeros, colocandolos en otra placa
con SSED para proceder a su decapitacidén con tijeras. En una
placa de Petri nueva, se trocean con bisturies encarados y se

pasan a un matraz de Rapapport con barra magnética, al que se
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anade SSED. Tras la sedimientacidén de los trozos, se decanta el
sobrenadante y se repite la misma operacidn hasta gque 1la
solucidén salina quede transparente.

Los fragmentos no disgregados se ponen en tripsina al 0,2
% en un agitador magnético. Se filtra sobre 6-8 capas de gasa
y se anade un volumen del medic de cultivo apropiado para
proceder a su centrifugacién a 100 x G durante diez minutos. Se
desprecia el sobrenadante y la pella se resuspende en un
volumen conocido de medio. El medio de crecimiento utilizado es
R5al de McCoy suplementado con 10 % de suero de ternera. Se
hace el recuento de células viables y se procede a la siembra
a una concentracién de 200.000-500.000 células/ml. Cuando la
monocapa alcanza la confuencia se puede hacer un subcultivo

secundario.

I11.C.2. TECNICA DEL SUBCULTIVO DE LINEAS CELULARES

ESTABLECIDAS "IN VITRO"

Las células establecidas "in vitro" se mantienen
poniéndolas en condiciones para proliferar con medios de
crecimiento adecuados en recipientes convenientes. La colonia
celular debe proliferar hasta confluir, formando un mantoc de
células gque se llama "monocapa celular" en los cultivos con las
células adheridas a la superficie de los recipientes. También
se pueden cultivar las células en suspensién, hasta alcanzar

una densidad determinada; entonces se reparte la poblacidn en
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nuevos recipientes. En ambos casos se habla de subcultivo.

En los cultivos en monocapas, el subcultivo se realiza
cuando las células confluyen, pero antes de gue se aprieten,
para gque no se produzcan alteraciones celulares por
hacinamiento y desproporcicdn entre poblacidén celular, productos
catabdélicos y sustancias nutritivas del medioc de crecimiento.
Las células de las monocapas pueden desprenderse mediante
diferentes métodos, gue en gran parte dependen de las
caracteristicas de la linea celular que se quiere subcultivar.
Existe un procedimiento de desprendimiento mecanicc, utilizando
espatulas con extremidad de goma o de tefldn; otros métodos
utilizan soluciones gquelantes o enzimaticas. Estas ultimas
suelen ser las mas empleadas.

El subcultivo debe realizarse en condiciones de
esterilidad. La técnica requiere experiencia para evitar
contaminaciones y hacerla cuidadosamente ©pero lo nmds
rapidamente posible para gue las células no permanezcan mucho
tiempo a temperatura ambiente © en presencia de soluciones
enzimaticas o salinas capaces de danarlas.

Para subcultivar las células se parte de un cultivo con la
monocapa celular confluyente, se decanta el medio gastado y se
afiade solucidén de tripsina al 0,2 % a 37° C, balanceando
suavemente de 1 a 3 minutos, segun las caracteristicas de la
linea celular que se subcultiva.

La solucidn enzimatica se decanta sin escurrir demasiado

y se deija actuar a la tripsina que queda, incubando a 37° C
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durante 5 a 10 minutos. La monocapa se retrae y empieza a
desprenderse de la pared del recipiente. Se ahade medio fresco
a 37° C, se resuspenden las células por pipeto suavemente para
desperdigarlas y se toma una muestra para recuento celular.
Se distribuye en nuevos recipientes poniendo la solucidn
a la concentracién necesaria para el crecimiento de 1la
poblacién celular, que varia para cada tipo de linea celular.
Se completa con medio de cultivo fresco el volumen que necesita
el frasco de siembra segun su tamano. Se agita suavemente la
suspensioén para distribuir homogéneamente las células y se

incuba a 37° C.

I1i.Cc.2.a. Linea celular MMT establecida "in vitro"™

Para la realizacidn de nuestro trabajo utilizamos la linea
de células MMT.

La linea celular MMT fue establecida "in vitro" por Sachs
en 1962 a partir de un adenocarcinoma mamario espontdneo de
ratén hembra, hibride del cruzamiento F1(C57B1 x Af)}. Las
células MMT presentan una morfologia epitelicide, que puede
verse en la figura 3. Tienen un cariotipo compuesto por dos
troncos modales, uno de 40 y otro de 80 cromosomas, con un
desperdigamiento entre 36 y 81 cromosomas. Originalmente, estas
células producian y eliminaban al medio MMTV.

El medio de crecimiento generalmente utilizado para el

cultivo estacionario en monocapa de esta linea celular es el
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Figura 3
Células MMT vistas por contraste de fases. Aumento 190x.
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medio esencial minimo de Eagle suplementado con 10 % de medio
de ternera recién nacida. Pero también progresan muy bien en
medio R5al de McCoy. Para subcultivar las células se desprenden
con solucidén de tripsina al 0,2 %, que se deja actuar durante
cinco minutos, y se siembra en proporcién de 1 para 20, o sea,
unas 40.000 células/cm’. La monocapa llega a la confluencia a
los seis dias. El1 cambio de medio se realiza diariamente a
partir del tercer dia de la siembra. Para su conservacién por
congelacién se utiliza elmismo medio de crecimiento
suplementadc con glicerol tridestilado al 5 %, presentando al
descongelar una viabilidad del 90 %.

El tiempo de generaciodn del ciclo celular de las células
MMT es de 14 horas 20 minutos, una duracioén de la fase G2 de 2
horas 30 minutos, una fase S de 6 horas, un tiempo de mitosis
de 50 minutos y una fase Gl de 7 horas. En la figura 4 puede
verse la curva de crecimiento de estas células.

La eficiencia de plancheo es de 21 %. Las pruebas de
tumorigenicidad dan al 100 % de tumor en los animales tras la
inoculacidn de ratones singénicos con 1.000.000 de células por

via subcutanea.

ITI1.C.3. TECNICAS DE VIABILIDAD Y RECUENTO CELULAR

El recuento celular es el método para calcular el numero

de células existentes en los cultivos, interesandonos las que

son viables.



numere de ceéldas x 107

93

5 /
y
/
/
/
/
//
/
0
5
-
0

e 24 48 72 96 120

fiernpo en horas

Figura 4

Cusva de crecimiente de las células MMT

144

168



94

A la vez que el nimero de células gue se siembra, conviene
saber la propercion de ellas que son viables, porgue algunas
sufren durante las maniobras del subcultive. Existen varios
procedimientos para reconocer las células viables. Uno de
ellos, aprovecha la propiedad de la membrana celular
funcionalmente intacta para rechazar algunos colorantes gque,

contrariamente, difunden pasivamente en las células muerta so
con alteraciones de la membrana, guedando tefiidas. Se habla de
colorantes de exclusién, entre los cuales se encuentran el azul
tripan (Pappenheimer, 1927; Mclimans y col., 1957; Kruse Yy
Patterson, 1973) y la eritrosina B (Phillips y Andrews, 1959).

Estas sustancias generalemtne no son toéxicas a las
concentraciones empleadas; la toxicidad no afectaria a las
células de los cultivos, ya que para el recuento celular se
utiliza una pequefiisiam alicuota que se separa de la suspensidn
celular, pero se debe comprobar que el producto empleado carece
de toxicidad para las ceélulas gue se cuentan, porque podria
llevar a un cdlculo inferior al real de la viabilidad.

Para realizar el recuento se debe disponer de una
suspensioén celular que tenga entre 100.000 y 1.000-000 de
células/ml, con lo gque se obtienen menores errores de cdlculo.
En caso de resultar una suspensién muy concentrada, se diluye
con el medio de cultivo y se vuelve a contar. Se toma 0,5 ml de
suspensidn celular, se anade 0,15 ml de solucidén de eritrosina
B al 0,4 % en solucién GKN [1x] © 0,5 ml de solucidén de azul

tripdn al 0,05 % en solucidn GKN [2,5x], se agita suavemente y



95

se mantienen a temperatura ambiente ocho minutos. A
continuacidn, se resuspenden las células con una pipeta Pasteur
Yy se deposita una gota en el extremo del cubrobjetos de una
camara de Neubauer.

Las células viables se ven refringentes y sin colorante en
el interior, mientras las degeneradas o muertas se tifien con el
colorante.

Se cuentan los cinco canpos de los dos reticulos grandes,
cada campo subdividido en dieciseis cuadritos, a fin de obtener
la concentracidén en numer de células/ml. Multiplicar por 1.000,
factor de la cémara en funcién del grosor de la suspension
celular entre el cubreobjetos y la superficie de la camara. El
numerc resultante se multiplica por el factor de dilucion
introducido por la solucidn colorante. Asi, si a 0,5 ml de la
suspension celular original se le anadieron 0,15 ml de la
solucioén de eritrosina B; el factor de dilucidn es de 1,3, por

el que se debe multiplicar.

ITI.C.4. CURVA DE CRECIMIENTO DE LAS POBLACIONES CELULARES

Cada linea celular crece a un ritmo determinado, y es
importante conocerlo con objeto de calcular su tiempo medio de
generacidén, gque corresponde al tiempo que transcurre para gue
la poblacién celular en fase de crecimiento logaritmico o
exponencial se duplique.

Uno de los métodos utilizados para obtener una curva de
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crecimiento consiste en sembrar una serie de catorce frascos de
igual superficie de cultivo en las condiciones equivalentes de
concentracidén celular, que marca el comienzo de la curva, que
es el nuimero de células/ml sembrado. Cada 24 horas se
desprennden las células de dos frascos con solucién de tripsina
al 0,2 %, se procede al recuento de alicuotas de cada frasco y
se saca la media. Los catorce frascos permiten trasladar a la
curva el progreso celular a lo largo de siete dias.

Otro de los procedimientos que hemos utilizado es el de la
cinefotomicrografia de intervalos en contraste de fases. Se
hacen subcultivos celulares de la manera habitual y se mantiene
el frasco dentro de la cdmara de incubacidén del equipo de
registro. Los frascos de cultivo deben proporcionar imagenes
claras. Para poder realizar los cambios de medio de cultivo,
los frascos se conectan con cdanulas. La cdmara de incubacién se
mantiene a 37° C, se coloca el intervaldmetro a la velocidad de
filmacion de fotogramas conveniente y se pone en marcha la
pelicula. La pelicula que se obtiene permite el recuento de
varios campos después de la siembra y el cdlculo del mimero de
células en esos mismos campos cada 24 horas. Para obtener una
buena curva de crecimiento conviene contar un nimerc elevado de
células.

Ademds del tiempo de generacidén o tiempo de duplicacién
del nimero de células en la fase de crecimiento logaritmico,
regién de la curva en gue se obtiene una linea recta, la

cinefotomicrografia permite calcular los tiempos de duracidn de
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mitosis individuales y los tiempos de generacidén entre mitosis
sucesivas. Para conseguir un buen promedio de tiempo de
generacién se debe contar un numero elevado de células, no
menos de 100, y promediar sus valores.

En los cultivos en suspensidn se hace el recuento tomando
muestras de los recipientes de cultivo cada 24 horas a partir
del subcultivoe. El1 hecho de que 1los tubos de cultivo en
suspensidén tengan unos 20 ml de medio de cultivo y se necesiten
unicamente 10 pl diarios para el recuento y construccién de la
curva de crecimiento impide que se produzcan alteraciones

significativas.

III.C.5. EFICIENCIA DE PLANCHEO

Se llama eficiencia de plancheo al indice de capacidad de
las células dispersas para dar lugar a poblaciones clonales a
partir de células individuales {Puck y Marcus, 1955, 1956). La
eficiencia de plancheo varia con la linea celular y con las
condiciones de cultivo, siendo mayor para células transformadas
y muy baja para células normales de tejidos adultos.

Para calcular la eficiencia de plancheo se utiliza medio
de cultivo y condiciones de incubacién habituales. Se siembran
20 células/cm® en frascos Corning de 25 cm® de superficie de
cultivo. El1 pH debe mantenerse en 7,2 a lo largo de la prueba,
para lo cual se incuban los frascos en estufa a 37° C en

atmésfera de aire con C0, al 5 % saturada de humedad. Las
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células se fijan, se tinen y se cuenta el numero de clones que
contengan mas de 32 células entre el octavo y el duodécimo dia.

Para fijar las células se decanta el medio de cultivo, se
lavan dos veces con solucidn salina equilibrada y se fijan
durante dos horas con solucidn de Bouin a temperatura ambiente.
Se decanta el sobrenadante y se lavan de nuevo las células tres
veces con etanol al 70 %: hasta el momento de la tincidn, se
conservan igualmente en etanol al 70 %.

Para tenir 1las células se utiliza cualguiera de 1las
tinciones histoldégicas o citoldégicas y se cuenta, como se
indico, el numero de clones desarrollados, calculandc el

porcentaje de células viables sembradas gue han desarrollado

clones.

ITI.CH. MEDIOS DE CULTIVO PARA PRUEBAS DFE ESTERILIDAD

BACTERTANA, MICOLOGICA Y MICOPLASMICA

IIT.CH.1. INFUSION DE CEREBRO Y CORAZON

Agar Oxold N2 3 ...t ineecaannnannanssas 0,5 g
Infusidén de cerebro y corazdén (0Oxoid) ....... 18,5 g
H,O bidestilada, C.S.P. .-ttt eernsannnsanns 500 ml

Disolver al bano Maria.
Distribuir 10 ml por tubo.
Esterilizar al autoclave a 115° C durante 20 minutos.

Enfriar a temperatura ambiente.
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Almacenar a 4° C.

Para cultivos en plano inclinado usar agar al 1 %, echar
caliente en los tubos y dejarlos enfriar con la inclinacidn
conveniente hasta gque solidifique el medio de cultivo.

Los medios se inoculan con 0,5-1,0 ml del material a
ensayar y se incuban a 37° C durante una semana.

Los cultivos inclinados se raspan superficialmente con un

asa bacteridlogica cargada con la muestra a ensayar.

ITI.CH.2. MEDIO DE TIOGLICOLATO DE BREUER

Medio de tioglicolato de sodio (Oxeoid) ........... 14,9 g
H.O bidestilada, C.S.P:.: ctiiievennnnnans e 500 ml
Distribuir 10 ml por tubo.

Esterilizar al autoclave a 115° C durante 20 minutos.
Almacenar a 4° C.
Los cultivosg en plano inclinado y las siembras se hacen de

la misma manera que se indicdé para la infusién de cerebro y

corazon.

ITI.CH.3. AGAR DEXTROSA DE SABOURAUD (ADS)

Agar dextrosa de Sabouraud (Oxoid) ......... .. 16,25 g
H,0 bidestilada, C.S.p. +..c0vn- et e e - 250 ml
Disolver al banho Maria.

Distribuir 10 ml por tubo.
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Esterilizar al autoclave a 115° C durante 20 minutos.
Dejar inclinados hasta dque solidifiquen.

Guardar a 4° C.

Este medio permite el reconocimiento de contaminaciones

con hongos.

IIT.CH.4. MEDIO DE AGAR SANGRE EN EXTRACTO DE FILDES

PARA MICROORGANISMOS L Y PPLO ({MICOPLASMAS)

Férmula para 125 c.c.

Fundir 100 ml de agar sangre base "Oxoid" (CM55)

Enfriar a 50° C y anadir 5 ml de extracto de Fildes
(Oxoid SR46) en 20 ml de sangre o plasma humanos, o bien en 20
ml de caldo de yema de huevo (Oxoid CMé6).

Gasear con CO, al 5 %.

Verter en placas y dejar solidificar.

Sembrar unas gotas de la muestra a ensayar en la
superficie.

Incubar a 37° unas placas en aerobiogis y otras en
anaerobiosis {atmésfera de 5 % CO, + 95 % N,).

Sellar con parafina-glicerol para evitar desecacién.

Observar con el estereomicroscopio cada 2 dias (las placas
aparecen entre los 2 y 10 dias) (las colonias de micoplasmas
aparecen como "huevos fritos").

Pueden subcultivarse cogiendo fragmentos de agar con

colonias y frotdndolas suavemente sobre la superficie de nuevas
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placas.

Se pueden conservar blogques de agar con colonias en

frasquitos adecuados a -70° C.

III.D. TECNICAS DE CONGELACION Y DESCONGELACION

Las lineas celulares que no se utilizan en un momento dado
0 se tienen como reserva de seguridad se deben conservar para
usos futuros.

La mayor parte de las lineas celulares se pueden mantener
vivas de forma indefinida mediante congelacidén a =-76° C o
menos, método en cuyo perfeccionamiento han tenido un papel muy
importante las aportaciones de Barnes y Furth (1937), Breednis
y Furth (1938), Mervman (1956, 1957), Rey (1957a, 1957b) y Swim
y col. (1958).

Los medios que se utilizan para la congelacidén, en general
son los de mantenimiento suplementados con glicerol
tridestilade o dimetilsuféxido (DMSQ), en ambos casos a una
concentracidén de 5 a 10 %.

El procedimiento de congelacion que utilizamos consiste en
la disminucidn térmica de 2 a 3° C por minuto de las
suspensiones celulares en medio de congelacidn hasta alcanzar
una temperatura proéxima al punto de solidificacidén del medio,
momentoc en gque la suspensién celular se transfiere a un
recipiente de nitrégeno 1liquido (fase gaseosa), o a un

congelador de -90° C para producir un descenso térmico brusco
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e Iimpedir cristalizaciones y recristalizaciones que pueden
danar a las estructuras celulares.

La descongelacién de las muestras se realiza intentando
alcanzar la temperatura de 37° C en el menor tiempo posible,
por lo que se realiza mediante agitacién continua en bano a 37°
C. A continuacién se diluye la suspensién en su medio de
cultivo habitual y se siembran las células.

El momento idéneo para proceder a la congelacidn, en el
caso de las células cultivadas en monocapa, es en la fase de
crecimiento logaritmico. Primero se realiza el desprendimiento
celular. Se resuspenden las células en su medio de congelacidn
y se toma una muestra para recuento y para pruebas de
esterilidad. La suspensién celular se pone a una concentracidn
en la gque el nuimero de células viables gue haya en 1 ml sea
unas tres veces mayor al requerido para la siembra de un
subcultivo ordinario, para compensar las pérdidas gue puedan
producirse. La suspensidén se distribuye en viales de
congelacidén de 2 ml y se procede a la congelacidn.

Para evitar el dafno que puede producirse con el aumento de
temperatura en los casos en que se utiliza el DMSO, se prepara
el medio de cultivo con DMSO al doble de la concentracion final
necesaria. La suspensién celular se dispone al doble del numero
de células que se desea congelar y se mantiene en medio sin
DMSO en bano de hielo durante 10 minutos. A continuacidén, se
mancomuna con el mismo volumen de medio con DMSO para que guede

a la concentracioén deseada.
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ITT.E. OBTENCION DE LINFOCITOS PARA SU CULTIVO "IN VITRO"

II1.E.1. LINFOCITOS HUMANOS DE SANGRE PERIFERICA

Se extrae sangre venosa, se pasa a un tubo de vidrio
estéril y se procede a la desfibrinacidén removiendo con una
varilla de cristal. Se centrifuga, se recoge el suero, se
resuspenden las células en el mismo volumen de solucidn GKN
[1x] ¥y se forma gradiente con soluciodn separadora de linfocitos
(ficocll) en una vrelacién de 4 para 3 en un tubo de
policarbonato. Se centrifuga y se recoge con una pipeta estéril
la zona que posee el mayor numero de linfocitos purificados,
que es la que queda justo por debajo de la interfase. Se lava
con sclucidn GKN [1x], se desprecia el sobrenadante; la pella
se resuspende en el medio elegido, se realiza el recuento de
células viables y se procede a la siembra a la concentracidn

requerida.

ITTI.E.2. LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA DE RATON

Se hepariniza al ratén por via intraperitoneal mediante
100 pl de heparina; a los diez minutos se lleva a cabo la
decapitacién o la puncion cardiaca, recogiendo la sangre en un
tubo estéril con 10 ml de solucién GREN [1x] mas 50 ul de
heparina. Se procede a la formacidn de un gradiente de densidad

con una solucidén de ficel del mismo modo que el desarrollado en
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el apartado anterior.

I17.F. SOLUCIONES Y MEDIOS NUTRITIVOS UTILIZADOS PARA EL

CULTIVO DE CELULAS "IN VITRO"

IIT1.F.1. SOLUCION GKN

Esta solucidén es muy empleada para el lavado de las
células. Habitualmente se le llama solucidn GKN: G por glucosa,
K por el KCl1 y N por el NaCl gue intervienen en su composicién.

Para almacenarla se prepara una solucién con una
concentracién diez veces mds que la isoténica o solucién GKN
[10x], a partir de la cual se prepara la solucidn isotdnica de
trabajo o solucidén GKN [1x] por dilucidén con agua bhidestilada
y adicidn de una pequefia cantidad de bicarbonato de sodio como
amortiguador del pH y rojo fenol como indicador del mismo.

Solucién GKN [10x]

GlUCOSA it iesenssnensasnanassesssnsssenss 10 g
o 4 g
NACL eeteneinenoceonnannaeaaeansnnansnns 80 g
ROJo fenol al 1 % v.iiiiinnennonennenneanns 20 ml
Agua bidestilada, C.S.P: eecerecenssncnnans 1.000 ml

Distribuir en alicuotas de 500 ml, esterilizar en
autoclave a 115° C durante 20 minutos y almacenar a temperatura
ambiente.

Solucioén GKN [1x]
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GEN [10X] v vvveennnmnnnneeennnnnnseeseannenn, 100 ml
NaHCO, @l 1,4 % . ivtueennneearnneranaceeasaas 20 ml
Agua bidestilada, C.S.P: -t it enrennanenan 1000 ml

Esterilizar por filtracién a presién, distribuir en

alicucotas de 100 ml y almacenar a temperatura ambiente.

IIT.F.2. SOLUCION SALINA AMORTIGUADA CON

FOSFATOS DE DULBECCO

Esta soluciodn es muy utilizada por su elevada capacidad
amortiguadora del pH (Dulbecco y Vogt, 1954). Se abrevia
comunmente solucidén PBS (por "phosphates buffered saline") o
solucid salina amortiguada con fosfatos.

La solucién isotdnica o© solucidén PBS [1lx] se elabora
preparando tres fracciones gue se mezclan de la siguiente
anera:

Primera fraccidn:

= 1 8 g

O 0,2 g
NA,HPO, + vt v vneeeeeeersnoansensanesssnnnnns 1,15 g
KH, PO, vettesseeeeenssosenenensonsnennsasas 0,2 g
Agua bidestilada, C.S.P. teevearrirrirnrennns 500 ml

CACl, tieenneaseeennviasassssrssnnsssssnss 0,1 g

Agua bidestilada, C.8.P. . rtiiiernnnneans 250 ml
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Tercera fraccion:

MgCl, ...viiieenenn.. sttt s e e . 0,1 g

Agua bidestilada, C.S.Pe vttt e nnnnnas 350 ml

Esterilizar cada fraccion por separado en autoclave a 115°
C durante 20 minutos. Una vez esterilizadas, reunirlas en orden
y anadir:

Rojo fenol al 1 % .....ivcuennn Ph e 10 ml

Esterilizar por filtracion a presidén, distribuir en

alicuotas de 100 ml y almacenar a temperatura ambiente.

IIT.F.3. SOLUCION SALINA EQUILIBRADA DE EARLE

Earle (1943) ided una solucidn salina, cuya composicidén se
indica a continuacidén. Para almacenar, Se prepara una solucidn
concentrada diez veces o solucidén de Earle [10x], a partir de
la cual se consigue la solucidn isotodnica [1x] por dilucién con
agua bidestilada, a la gue se afiade rojo fenol como indicador

de pH.

Solucién salina de Earle [10x]
Primera fraccidn:
NaCl ... vrierrererrernnnnnnacanaas caven 68 g

KCl tivieessitnnnntsennsnnnnnns e 4 g
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(e £ AP 0,98 g

Agua bidestilada, C.S.P. i irietnnnaanan 500 ml

Segunda fraccidn:

NAH PO, . it eveeeeenrennnreennnnneenenns 1,4 g
D=glucosa ......ciitiiiiiinnenrennncnnns 10 g
Agua desionizada y bidestilada, c.s.p. . 350 ml

Tercera fraccién:

0 0 2 g

Agua bidestilada, C.S.P. v nanan 100 ml

Esterilizar las tres fracciones por separado al autoclave
a 115° C durante 30 minutos. Mancomunar y completar con:

Agua bidestilada, C.S.P. +trecennenccnsasn 1000 ml

Solucidén salina de Earle isoténica [1x]

Solucidn salina de Earle [10X] ..o -veune.. 100 ml
Rojo fenol al 1 % .t.veivrnnrennnnsoannnns 2 ml
Agua bidestilada, C.S.P: cterecrroensonnns 1000 ml

IIT.F.4. SOLUCION SALINA EQUILIBRADA DE HANKS

(Hanks y Wallace, 1949).

Las soluciones de provisién [10x] y 1la isotdnica de
trabajo [1x] se preparan como sigue:

Solucidén de Hanks concentrada (10x]
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Primera fraccidn:

3 = 80 g
KCI it ittt i it ittt s et s aasasans 4 g
L S 1 g
MOCL, ..ttt a s it s e st nnnnnasasannnanas 1 g
Agua bidestilada, C.S.Pr +teevtcennannsnn. 500 ml

NELHPO, tevteeeneeeeeeeaansesseeenennnens 0,6 g
KHoPO, v eveeeteneeeeneeaassseseeeeennnnns 0,6 g
GlUCOSA sv v ivsevnssnaneesnnaaaanssennsnns 10 g
Agua bidestilada, C.S.P: +tr it aneennns 250 ml

CACLl, tisiesr s tnssncecacannssnsnnanaans 1,4 g

Agua bidestilada, C.8-P. +triiirennncannan 250 ml

Esterilizar las tres fracciones por separado en autoclave
a 115° C durante 20 minutos. Mancomunar y completar con:

Agua bidestilada, C.S.P: cettverrenccaacas 1000 ml

Esterilizar por filtro a presioén, distribuir en alicuotas
de 1.000 ml y almacenar a temperatura ambiente.

Nota.- La solucién [10xX] se prepara sin bicarbonato de

sodio, que se afnade al preparar la solucidn [1x].

Solucién de Hanks isotdnica [1x].

Soluciodn de Hanks [10X] .cvvnivnnnrocennns 100 ml
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NAaHCO;, 8L 1,4 & tvrineeeeeeneenaenennnnn 10 ml
ROJO fenol al 1 & vt inieeannrnennenns 2,5 mnl
Agua bidestilada, C.S.P. cverrremmeacnanns 1000 ml

Esterilizar por filtracidn, distribuir en alicuotas de 100

ml y almacenar a temperatura ambiente.

ITI.F.5. SOLUCION DE TRIPSINA AL 0,2 %

Esta solucidn enzimdtica se utiliza para desprender las

células de las monocoapas con objeto de proceder a su

subcultivo.

Férmula para 1.000 ml.

Hacer una pasta con:

Tripsina 1:250 Difco ..ot svennnnnnanns 2 g
Solucidn GEN  [1X]  ceeinenvancnssessnnscnnns peguena
cantidad

Disolver en:

Solucidn GEN [1X] ..iveeeirrensaannnnas se 900 ml
NaHCO, al 1,4 % .. eitinsenessonassnsasss 60 ml

Agitar hasta disolver al maximo (suele quedar un pequeno

residuo insoluble).

Afhadir:
RojJo fencl al 1 & .ivvrnrrnrvovnncnonnnann 2 ml
Solucién GKN [1X], CeSiPe tinvevrocnnnusses 1000 ml

Pasar por papel filtro, esterilizar por filtracién,
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distribuir en alicuotas de 10, 25 y 50 ml y conservar

congelande a -20° C.

ITT.F.6. SOLUCIONES PARA RECUENTO CELULAR

I1I.F.6.a. Soluciéon de cristal violeta al 0,01 %

Se utiliza para conseguir una suave coloracién para

facilitar el recuento de células totales.

ACIdO CItriCO +.'v v eeannonronsecoannennas 4,8 g
Cristal vicleta .....ciiiiennsvnnnnnosesss 0,015 g
Agua bidestilada, C.S-Pe¢ ecceancasaans fean 200 ml

Distribuir en alicuotas de 50 ml, esterilizar al autoclave

a 115° C durante 20 minutos y almacenar a temperatura ambiente.

III.F.6.b. Colorante de exlusién de eritrosina B al 0,4 %

Se emplea para reconocer las células viables, gue rechazan
el colorante y no se tifien, en tanto que 1las células
degeneradas o muertas incorporan el colorante y toman un color
roijo.

EBritrosSing B v viv v evrrvtcorenonrsntansnnsnss 0,4 g

Solucion GEN [1X] C.S.iPe ceeennsococntnoans 100 ml

Distribuir en alicuotas de 10 ml, esterilizar al autoclave

a 115° C durante 20 minutos y almacenar a temperatura ambiente.
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III.G. MEDIOS NUTRITIVOS PARA EL CULTIVO DE CELULAS "IN VITRO"

ITII.G.1. MEDIO ESENCIAL MINIMO (MEM) DE EAGLE
Utilizamos el medio esencial minimo de Eagle (1959) en
solucidén de Hanks con glutamina, desecado, al gue seahade

bicarbonato de sodio y se reconstituye con agua bidestilada

estéril.

MEM base en polvo,

con glutamina, sin NaHCO, (Flow) ......c.... 107,8 g
NAHCO, + vt v v nnsnnonsnnnannnnnononennannas 3,5 g
Agua bidestilada estéril, c.S.pP. cicienna.n.. 10 1

Esterilizar por filtro a presién y almacenar a 4° C.
Para su enpleo como medio de crecimiento, el medio
esencial minimo de Eagle (MEM) se suplementa con aminodcidos no

esenciales, antibidticos y suero sanguineo.

I111.G.2. MEDIO R5A DE McCOY

El medio R5a de McCoy {(MgMcoy, 1959) lo hemos utilizado en

ocasiones preparandolo a partir de sus componentes, de 1la

siguiente manera:

Solucidn de Hanks [10X] ceeeieonnreonennns 500 ml
Solucién de aminocdcidos [I0X] .. ccvenennns 500 ml
Solucién de vitaminas [50X] v evorsvennns- 100 ml
Solucidn de rojo fenol al 1 % ..o vevveceens 10 ml
NAHCO3 veevevnnennsenenneesosssnsraeannnns 3,5 g

Glutamina [100X] cveieeesonosnssosnnsssocenss 50 ml
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Solucidén de glucosa al 10 % ... innnennn 100 ml
Hidrolizado de lactalbimina ........ e 25 mg
Agua bidestilada estéril, C.S.p. ¢ecvean.n 5.000 ml

Clarificar, prefiltrar, esterilizar por filtracién vy
almacenar a 4° C.

Antes de su uso, este medio se suplementa con suero
sanguineo y antibiéticos.

comoc se puede ver, el medio R5a de McCoy lo preparamos
utilizando soluciones concentradas de algunos productos, que
facilitan su mantenimiento en provisién. Sus composiciones son

las siguientes:

Solucién de aminoacidos de McCoy [10x]

L-Triptofano ......... cecssersecarr e 145 mg
L-Fenil-alanina ....sssevesseessecanaa ceeaa 825 mg
L=TiroSiNa ...t eeseensaransasnenrnnnnsnsas 905 mg
L=Arginina (HCl) ..seenenennonnnnnnnnnnnrss . 2.105 mg
IL-Histidina (HC1) ......... it et ea it e 1.045 mg

L=Lisina (HCl) i eernnsersansanorsnnnssnees 1.825 mg

L-Cisteina ....cccucnneecnnaans e e 1.750 ng
L-Metionina .....oiievrenncnnenn. ceeacauas 745 mg
L-ISOleUCINA «evseecrsnesasaasssnnossnnnnns 1.965 mg
L-Leucina ........ et et e et 1.965 mg
L-Valina .....cveevmmcanncncnanaesas ceenae 880 mg
L-Treonina ......... retceaees e 895 mg

L-ASParraging ....iuveieessnssannaconnacnacesss 2.250 mg



L-Glicina ......
L-Serina .......
L-Alanina ......
IL-Prolina ......
L-Hidroxiprolina
Acido L-aspartic
Acido L-glutémic

Agua tridestilad

Disolver en el orden indicado y distribuir en alicuotas

500 y 250 ml. Conserv
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Glutation ...t s i e i e st i i 50 mg
Clanocobalaming «.ie et ieneeeannaeaneaannnenann 75 mg
Agua tridestilada, C.S.Pe tveeerrrvtnnnnoneens 2.000 ml

Disolver en el orden indicado y distribuir en alicuotas de

100 ml. Conservar a =-20° C.

Solucién de glutamina 200 mM

Glutamina S 29,3 g
Agua desionizada y bidestilada,c.S.pP. ..cc.... 1.000 ml
Disolver y distribuir en alicuotas de 100 ml. Conservar a

-20° C.

Solucién de glucosa al 10 %

GlUCOSA .o iennttvenassssnnssssancsassssnannsssnn 100 g

Agua desionizada y bidestilada, C.S.P. ceceenn. 1000 ml

Disclver, distribuilr en alicuotas de 100 ml, esterilizar
al autoclave a 115° € durante 20 minutos con desvaporizacidn

lenta para evitar que se caramelice.

Solucién de rojo fenol

ROJO FENOL .t ivi ittt iiiene sttt cnesasnensanes 10 g
Solucion de NaHCO, 0,05 N 4 ivee it ennnnacnnns 600 ml
Agua tridestilada, C.S.P. teeeeunerrrosasornns 200 ml

Disclver el rojo fenol en la solucidén de NaHCO, y luego
anadir el agua destilada. Ajustar el pH a 7,2 con solucién

NaHCO, 0,05 N. Se necesitan unos 50 ml. Ajustado el pH, anadir:
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Agua tridestilada, C.S.ePe teeittveeereeroonns 1.000 ml
Distribuir en alicuoctas de 10 ml y esterilizar al

autoclave.

I1XI.G.3. MEDIO R5a-1I (MEDIO R5A DE McCOY MODIFICADO POR

IWAKATA)

(Iwakata v Grace, 1964)

Medio R5a en polvo (Flow) (R5a base de

Iwakata con glutamina, sin NaHCO,) ........ 122,1 g
NAHCO, «vvvvvevnnnnnnnoeesnnnnensnsnannnnnnns 22 g
Agua bidestilada estéril, C.S.P. ... 10 ml

Esterilizar por filtracidn a presidén y almacenar a 4° C.
Para su utilizacidén como medio de crecimiento, se

suplementa con sueroc sanguinec y antibioéticos.

ITT.H. TECNICAS DE FIJACION Y TINCION CITOLOGICA

IITI.H.1. CELULAS CULTIVADAS "IN VITRO"

Los cultivos  destinados a estudios morfoldégicos
normalemente se realizan en recipientes disefados para este
fin, pudiendo ser portaobjetos o cubreobjetos de vidrio o
plastico. El1 modelo mds utilizado por nosotros es el de

cultivos preparados en tubos de Leighton.
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Se siembran varios tubos de Leighton con 1 ml de 1la

suspensidn celular de forma gque la relacidn de células por cm?

de superficie sea del orden que la utilizada en las condiciones

de mantenimiento.

IIT.H.2. FIJADORES

IITI.H.2.a. Fijador de Bouin
Se prepara de la siguiente manera:
Solucidn satura de &dcido picrico
(1,4 %3 €N AQUA) 2 v eetnmneasassnsenrenenesens
Formaldehido al 40 % ....ueereeenencocannnnnns

Acido acético glacial ...veiervenrivnnssananns

IIT.H.2.b. Formol neutro amortiquado al 10 %

Preparar de la siguiente manera:

75

25

Formol comercial (aproximadamente al 40 %) .....

Agua bidestilada, C.8.P. -+t tennneerioeaaanasss

NAH, PO 2H,0 v vevon e eeeevnnnnonsnasesannssenanss

Primero se disuelven las sales en el agua y

anade el formol.

III.H.3. METODOS DE TINCION

II.H.3.a. Tincién con hematoxilina y eosina

ml

ml

ml

. 3,259

después se
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Se cogen los cortes o cultivos en cubreobjetos fijados en
fijador de Bouin y conservados en etanol al 70 % y se lavan con
agua. A continuacién, se sumergen durante 3-5 minutos en
hematoxilina y se lavan de nuevo con agua, hasta que no suelten
color. Pasarlos a agua bidestilada hasta que vire. Después, se
sumergen en eosina entre 30 segundos y 2 minutos y se lavan con
agua, hasta gue no suelten color. Se deshidratan en bahos

sucesivos de etanol 70°, 96° y absoluto, se aclaran en xilol y

se montan en balsamo de Canada.

a.l Solucién de hematoxilina de Caracci

Preparar de la siguiente manera:

Hematoxilina .....cvveeeean. et et 0,5 g
Toadato potdsico .i.iivveenrrennn. et 0,1 g
Alumbre potdsico ....vveunan. Gt e eeeeeaan e 25 g
Glicerina bidestilada ...... e ceeewss 100 ml
AQUA, C.S.P+ ececerenersrnans e s a s s 500 ml

En un mortero se mezclan hematoxilina y iodato potasico,
machacando hasta obtener una mezcla pulverizada compacta
morada. Apnadir el alumbre potdsico y volver a machacar hasta
obtener un polvo muy fino. Anadir la glicerina poco a poco y
mezclar hasta conseguir una pasta espesa. Ahadir el agua y

dejar madurar durante una semana.
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a.2. Solucién de easina
Preparar de la siguiente manera:

Fosina amarilla ..veeeervennssoeonsoanesennens 1 g

IIT.H.3.b. Tincién con Giemsa

Preparar extensiones o cultivos en cubreobjetos o
microplacas y secar al aire. A continuacién, fijar en metanol
absoluto durante 20 minutos. Decantar el fijador y anadir
solucidn de Giemsa patrdn diluida a 1/10 con buffer de Sorensen
preparado en el momento y filtrado Jjustc antes de su uso,
dejdndola actuar durante 6 minutos. Decantar y 1lavar c¢on
abundante agua corriente. Secar al aire y montar en bdlsamo de

Canada.

b.1. Solucidén patrén de Giemsa

Se prepara utilizando:

Glemsa €n POlVO .t iirtevioerenocetsnvnoansnesnns 0,757 g
GliCerOl ...iiuieeiivetannrssennssnansnnncanannas 50 ml
Metanol absoluto purisimo neutro .............. 50 ml

DIsolver el polvo de Giemsa en el glicerol a 56° C durante
2 horas, o bien agitar durante una noche a 37° C. Anadir el

metanol absoluto y dejar enveljecer 2 semanas.
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IIT.H.3.c. Tincidén de May-Griinwald-Giemsa

Las extensiones o los cultivos se preparan en cubrecbjetos
© microplacas y se dejan secar al aire, fijandose
posteriormente en metanol absoluto durante 20 minutos. Decantar
el fijador y ahadir colorante de May-Grunwald durante 5 minutos
Y, sin decantar, afadir un volumen igual de agua bidestilada.
Decantar y continuar la tincidn como se describidé para la

tincidn con Glemsa.

c.1l. Solucién de May-Griinwald

Preparar de la siguiente manera:

Colorante de May-Grinwald en polvo ........... . 2,5 g

Metanol absoluto purisimo neutro ..... ceseasses 1000 ml

Disolver el colorante de May-Grunwald en polvo en el
metanol absoluto y agitar durante una noche a 37° C. Dejar

envejecer 1 mes.

I¥7.I. TECNICA DFE LA CINEFFOTOMICROGRAFA DE INTERVALOS EN

CONTRASTE DE FASES

La cinefotomicrografia de intervalos en contraste la
utilizamos en este trabajo para observar los fendmenos
ocasionados por 1los sueros y linfocitos toéxicos sobre las

células.
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I1IT1.1.1. EQUIPO UTILIZADO Y CONDICIONES DE FILMACION

Utilizamos un microscopio invertido Nikon, modelo M, para
poder realizar una observacidén prolongada de los cultivos en
monocapa en recipientes similares a los utilizados en los
cultivos de mantenimiento, estando las células cubiertas por
medio nutritivo.

Al equipo se incorpora una camara de incubacidén, la cual
permite mantener la temperatura a 37° C, con una precisidn de
f 0,1° C, gracias a un dispositivo de inyueccidén de aire
caliente, regqulada por un dispositivo de control frente a las
variaciones de temperatura detectadas por un termopar colocado
proximo al recipiente en observacidn.

Se pueden adaptar distintos sistemas odpticos, como campo
claro, campo oscuro, polarizacidén y contraste de fases, siendo
este Ultimo el que mejor se adapta a la mayoria de nuestros
estudios, permitiendo la visualizacién en las células de un
mayor numero de estructuras.

La distancia focal es larga, pudiendo emplearse
recipientes de hasta 17 mm de altura, como los de Earle T-15,
sin necesidad de utilizar microcdmaras especiales.

El microscopio esstd disenado para usar dos salidas de
recogida de imagen: a una se adaptan el portaoculares y el tubo
para la camara de fotografia; la otra es una salida horizontal
para la adaptacién de una camara de cine.

El equipo tiene adaptado también un sistema de
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sobreimpresion de datos para rotular las peliculas y sefalar
los fenoOmenos observados durante el rodaje.

La camara que utilizamos es una Paillard Bolex de 16 mm,
con un intervaldémetro Nikon, que puede funcionar manual o
automaticamente a través de una célula fotoeléctrica, y que
dispone de un sistema auxiliar para la iluminacién sincrénica
con flash, gue va a permitir rodar cadencias gque van desde 4
imégenes (1) por segundo hasta 2 imdgenes por hora. En nuestro
caso, la cadencia de filmacidén se programé en funcion de la
duracidén del fendmeno en estudio, utilizando aceleraciones
entre 4 i/seqgundo y 1 i/minuto.

Se intenta obtener unas condiciones lo mds iguales a las
seguidas en el mantenimiento de las células, asi como en las
titulaciones de serotoxicidad y 1linfotoxicidad, para poder
extrapoclar los datos obtenidos. Por ello, las células se
siembran en frascos de Earle T-15, de cristal, o Falcon, de
pldstico, cuya altura permite ajustar en condiciones 6ptimas la
iluminacién y el contraste de fases, en la misma relacidn de
células/superficie que en el mantenimiento.

Para poder llevar a cabo las inoculaciones y los cambios
de medio sin desplazamiento de los frascos de los sitemas de
observacién y registro, se adaptaron a los frascos tapones de
silicona perforados con dos canulas metalicas, de entrada y de
salida, conectadas a tubos de silicona adaptables a jeringas
desechables.

Para evitar desplazamientos, los recipientes y las canulas
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se fijaron a la platina y camara de incubacidén mediante cinta
adhesiva.

Las variaciones técnicas y el desprendimiento de CO,
durante el catabolismo celular producen con frecuencia
desenfoques gque pueden evitarse equilibrando las presiones
interior y exterior, siempre preservando la esterilidad con un
filtro Millex de 0,45 um de poro en la canula de entrada.

Para la filmacidén se utilizaron carretes "Eastman Color
negativa" tipo 7247 o "Plus X negative" tipo 7231, los cuales
fueron senalizados y rotulados empleande el equipo de

sobreinmpresién de datos.

ITI.1.2. PROTOCOI.O DE REGISTRO DE DATOS DE LA

FILMACION

Para poder llevar a cabo una correlacién de los tiempos
reales con las variaciones técnicas y las maniobras
experimentales, se registraron en los protocolos
correspondientes las variaciones introducidas durante el
rodaje, cuyo modelo podemos verlo en la tabla IV.

Los carretes impresionados son procesados y, si el
negativo es adecuado, se hace una copia para realizar el
estudio de los fendmenos registrados en ella, guardando intacto

el negativo para posteriores copias.
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I11.I.3. ANALISIS DE LAS PELICULAS

El anadlisis de las peliculas se puede hacer con un
proyector que pueda detener la imagen y proyectar hacia atrds
y, en condiciones éptimas, con un analizador de imdgenes.
Nosotros utilizamos wuna solucién intermedia, realizando el
estudio con un egquipo Moviola modelo M77AH, que permite el
visionado 1imagen por imagen a cadencia normal y a alta
velocidad hacia delante y hacia atrés.

El equipo lleva incorporado un dispositivo con el que
podemos conocer directamente el tiempo de proyeccidn a 24 i/seg
Yy el numero de fotogramas en cada momento. De esta manera, con
los datos registrados en el protocolo se pueden determinar las
variaciones producidas en funcién del momento en que se han
realizado las distintas maniobras y medir la duraciodn de cada
unc de los fendmenos registrados.

Los parametros que pueden estudiarse sSon numerosos, COMO
las variaciones del numero de células por campo, numero de
mitosis, numero de degeneraciocones, velocidad de desplazamiento

o movimientos de distintas estructuras celulares.

III.J. TECNICAS PARA MICROSCOPIQC ELECTRONICO

II1.J.1. PROCEDIMIENTC PARA CULTIVOS DE CELULAS "IN VITRO"

II1I.J.1.a. Fijacién

Se siembran frascos Jena en las condiciones dptimas para
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controles morfoldégicos de microscoplia electrénica. En los
momentos elegidos se procedera de la siguiente manera.

Se decanta el medio de cultivo y se lavan las células dos
veces, a temperatura ambiente, con solucidén de Millonig-Cl.Ca
a 4° C, utilizando para cada lavado un volumen igual al gue
tenia el frasco de cultivo.

Fijar con glutaraldehido al 1,5 % en solucidén de Milloenig
pPH 7,3 a 4° C durante 30 minutos. Decantar y lavar tres veces
de 1-2 minutos con 15 ml de Millonig—-Cl,Ca a 4° C. 5in decantar
en el ultimo lavado, desprender con espatula y transferir el
contenido del frasco a un tubo c¢énice de centrifuga.
Centrifugar durante 5 minutos a 125 x G.

Decantar bien el sobrenadante y afiadir con cuidado sobre
la pella, sin removerla, 0,5 ml de tetréxido de osmio al 1 % en
solucidéon de Millonig pH 7,3 a 4° C. Tapar los tubos con
"Parafilm" y mantenerlos en nevera o recipiente con hielo en la
campana de aspiracidén forzada. Transcurridos 30 minutos,
desprender la pella con varilla de cristal y dejar actuar el
fijador durante otros 15-30 minutos.

Centrifugar durante 2 minutos a 125 x G sin destapar los
tubos. Decantar el fijador, afiadir 5-10 ml de amortiguador de
Millonig a 4° C, resuspender suavemente con varilla y volver a
centrifugar en las mismas condiciones. Esta operacidn se repite
dos veces mas.

Decantar el sobrenadante y sumergir unos minutos el tubo

en baho de 45° C. BAfadir 2 ml de agar al 2 % a 45° C,
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resuspendeer c¢on varilla y centrifugar 5 minutos en las
condiciones anteriores, con los adaptadores precalentados a 45°
C.

Pasar los tubos a 4° C a bano de hielo hasta que el agar
quede bien solidificado y desprender con varilla dejando que
entre aire y girando el agar con la pella incluida. recoger
sobre placa de Petri y cortar la pella con una hoja de afeitar.

Llegado este momento, la pella puede manipularse, a
efectos de deshidratacién e inclusidn, de la misma forma gue

las muestras de tejidos.

JII.J.1.b. Deshidratacién e inclusién

Una vez fijadeos y lavados los fragmentos procedentes de
tejidos o cultivos incluidos en agar, para llevar a cabo su
deshidratacidén se transfieren a scluciones de acetona en
concentracién creciente, 50°, 70°, 70° con acetato de uranilo al
0,5 %, 90°, acetona abscluta y acetona absoluta sobre sulfato
de cobre deshidratado.

Terminada la deshidratacién, transferir a ©éxido de

propileno e incluir en Durcupan o Araldite.

I1IT1.J.1.c. Preparacién de cortes ultrafinos

Una vez finalizada la polimerizacidn separar las cdpsulas,

tallar el blogue y realizar cortes de 400-600 A con un
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ultramicrotomo "LKB" modelo 2128, utilizando cuchillas de

cristal. Se recogen los cortes y se procede a su tinciodn.

IITI.J.1.ch. Tincién de los cortes

Durante el proceso de deshidratacidén en acetona de 70° con
acetato de uranilec al 0,5 %, las muestras adgquieren ya un
contraste suficiente como poderlas visualizar. Sin embargo,
para conseguir una mayor nitidez se tifien con citrato de plomo
de Reynold.

En una placa de Petri se colocan unas gotas de los
reactivos y se hacen flotar los cortes en acetato de uranilo
durante 10 minutos. A continuacidén, lavar con agua destilada,
pasar a solucidn de citrato de plome de Reynold y dejar actuar
durante 10 minutos. Volver a lavar con agua destilada y dejar

secar, observar y fotografiar.

ITI.J.2. SOLUCIONES Y REACTIVOS

IIT.J.2.a. Solucién de Millonig a pH 7,3

Para 600 ml:

POH, NG 8l 2,26 % teeerennstonacaaaansossenns . 498 ml
NaOH Al 2,52 & & iiiieeenessossssssnasascasonenn 129 ml
Agua bidestilada, C.S.P. +ececnnnnrtcnaanannnns 33 ml

GlUCOSA ... .cciitttortennnresnssonenssnscacsnns 3,24 g
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ITT.J3.2.b. Solucién de glutaraldehido al 1,5 % en solucidén de
Millonig
Para 100 ml:
Glutaraldehido comercial al 25 % ...cnueeeeenn . 6 ml

Sclucidn de Milloniga pH 7,3 .ot iinnnnann 94 ml

IIT.J.2.c. Solucién de Millonig-Cl.Ca

Preparar en el momento de su utilizacién agitando

rapidamente:
Solucidn de Millonig a pH 7,3 .. cieeiinnennnn, 100 ml
CL,CA 81 L % oot ee it ete e et ettt 0,5 ml

IIT.J.2.ch. Solucioén de tetradxido de osmio al 1 % en solucidn

Millonig
Tetroxido de osSmMio (0S0,) v v eeewne i eeeannss 0,1 g
Solucion de Millonig @ pH 7,3 t et iinnnnnnnsens 10 ml

Trabajar en campana. Romper la ampolla de 0s0O, y
transferir directamente los cristales a un frasco Pyrex que
contenga 5 ml de solucién de Millonig. Con los 5 ml restantes
de dicha solucidén, desprender los cristales que pueden estar
pegados en la ampolla.

Tomar un frasco de Pyrex de 15 ml de tapdn a rosca con
empaque de teflon e introducir una barra magnética. Cerrar el
frasco herméticamente y poner a 4° C sobre un agitador
magnético para gue los critales se disuelvan en menos de 1

hora. De esta manera,no es necesario preparar la solucidn el
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dia anterior.

II7.J.2.d. Solucién de citratoc de plomo de Reynold

Nitrato de pPlOMO .. .v i nenieencasnnaassnan 1,33 g
Citrato sédico, Na,(CH.0,);2H,0 ........... 1,76 g

= T R T unos 8§ ml
Agua destilada, C.S.P. tetvrtntcntsaneasnaas 50 ml

Colocar el nitrato de plomo, el citrato sédico y 30 ml de
agua en un frasco de 50 ml y agitar sobre agitador magnético
durante 30 minutos, hasta gque se produzca una conversion
completa de nitrato de polomo en citrato, es decir, cuando la
solucidn tome un aspecto blanco lechoso.

Sin dejar de agitar, afhadir NaOH 1 M hasta que la solucidn
se haga transparente y completar hasta los 50 ml con agua
destilada. La solucidén debe quedar a pH 12. Si la solucidén no
quedase completamente transparente, eliminar 1la turbidez

mediante centrifugacidn.

IIT1.J.2.d. Solucién de agarosa al 2 %
AUAYOS8 ssessvsracssrerasrsncssrsssscrassssns 2 g
Agua destilada, C.S.P: teteaneirinsrsrnnns 100 ml
Dejar embeber. Fundir al bafho Maria y distribuir en
alicuotas de 5 ml. Esterilizar en autoclave a 119° C durante 20

minutos.
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I11.J.2.e. Solucidén de Formwar

Conviene prepararla con tiempo

Formwar ........ e eaas Cs e . 40 mg
ClorofOrmMO v euneeeeentosoeeesesnannneennannn 20 ml
Pesar el producte en frasco hermético, anadir el

cloroformo y gquardar a 4° C.

ITT.K. AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS

Vamos a exponer a continuacidén los procedimientos gque
seguimos para aislar las inmunoglobulinas del suero sanguineo
y de la membrana de las células MMT, expuestas © no a sueros
humanos toxicos para dichas células, asi como de vesiculas
zeidticas de las mismas producidas tras algunas reacciones
antigeno-anticuerpo utilizando inmunoglobulinas aisladas de los

sueros humanos toxicos.

ITT.K.1. AISLAMIENTC DE INMUNOGLOBULINAS CIRCULANTES

III.K.1.a. Aislamiento de inmunoglobulinas por precipitacién
con sulfato de amonio
Recoger la sangre extraida a los ratones, conejos o
personas en tubos secos y estériles, incuban a 37° C durante 20
minutos y guardarlos a 4° C hasta el dia siguiente. Se recoge
el suero exudado y se mide el volumen exacto, ahadiendo por

cada volumen de suerc dos volumenes de solucidn salina de Hanks
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[l1x], sin rojo fenol.

Anadir solucidn saturada de amonio a pH 7,2 para conseguir
una concentracion del 45 %. Agitar a temperatura ambiente
durante 30 minutos y a continuacidén centrifugar en tubos de
cristal conico con adaptador de goma a 4000 x G a 4° C, durante
15 minutos.

Decantar el sobrenadante y lavar la pella con abundante
volumen de solucidén de sulfato de amonio al 45 % en agua vy
centrifugar en las mismas condiciones.

Decantar el sobrenadante y anadir a la pella un volumen
igual al suero original de Hanks [1lx]. Centrifugar de nuevo en
las mismas condiciones para eliminar cualquier precipitado, y
recoger el sobrenadante, anadiendo la cantidad necesaria de
sulfato de amonio para conseguir una concentracién final del 40
%. Agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos vy
centrifugar en las condiciones anteriormente indicadas.

Decantar el sobrenadante y lavar la pella en abundante
volumen de sulfato de amonic al 40 % en agua. Repetir
centrifugaciéon en las mismas condiciones y  decantar
sobrenadante, eliminandolo al mdximo escurriendo sobre papel de
filtro.

La eliminacién del sulfato de amonio se realiza por
didlisis. Disgregar la pella en la mitad del suero con solucidn
salina de Hanks [1X] o con cloruro de sodio isoténico.

Otra manera de eliminar los icnes es la diafiltracidén. Se

disgrega la pella en un volumen total de 7 ml, que es la
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capacidad de los filtros "Amicon" Centriflo, y se transfiere a
filtros de tipo 25 o 50. Centrifugar de forma que las
inmunoglobulinas se concentren y diluyan varias veces en la
solucidn salina. La eliminacidn total del sulfato de amonio se
consigue tras 3 o 4 ciclos de concentracioén y dilucién de
material cargado en los filtros "“Amicon".

Tras la eliminacién del sulfato de amonio, recoger las
inmunoglobulinas. Las proteinas desnaturalizadas precipitadas
creadas en las maniocbras se elimian por centrifugacidén. La
solucidén de inmunoglcocbulinas se esteriliza pasédndola para la
determinacién de proteinas por el método de Lowry y por
espectrofotometria. A pesar de gque se produce cierto grado de
desnaturalizacidén, las inmunoglobulinas obtenidas con este
procedimiento pueden ser utilizadas para casi todos los

propésitos.

a.l. Soluciones a utilizar

a.1.1. Solucioén de Hanks [1x] a pH 7,2, sin rojo fenol

Solucidn de Hanks [10X] «evveunn. et 10 ml
NaHCO, @l 1,4 % vt ieseunncenasssnesocnsnnnanans 1,1 ml
Agua bidestilada estéril, C.S.P: cvecrvnvsrnnas 90 ml

a.l.2. Solucidn saturada de sulfato de amonio

Sulfato de amonNio ......civvrverrevrrssnesessas 500 g

Agua bidestilada, a 40-50°C, C.S.P. +eveeeeers. 500 ml
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Amoniaco concentrado hasta............. alcanzar pH 7,2
Disolver el sulfato de amonio en el agua cuando esta
alcance la temperatura ambiente, y ajustar después a pH 7,2 con

el amoniaco concentrado.

ITTI.K.1.b. Aislamiento de inmunoglobulinas por cromatografia de

filtracién en gel de dextrano y reciclo ascendente

Mediante este método, la desnaturalizacidén proteica es
menor que con al anterior. Se base en el procedimiento descrito
por Determan (1968), Fisher (1976) y Pharmacia Fine Chemicals
(1979). Utilizamos un equipo de la casa LKB. Consta basicamente
de un armario refrigerado donde se aloja todo el eguipo, para
trabajar a una temperatura de 10° C, una bomba peristdltica
modelo Multiperpex, un absorcidmetro ultravioleta modelo
Uvicord III y un colector de fracciones modelo Ultrorac 7000.

Empleamos columnas cromatogrdficas de distintas
capacidades, seqgun los volumenes de muestra, de la casa
Pharmacia Fine Chemicals, disponiéndose de forma gque el extremo
inferior conecte a una llave de tres vias para dque podamos
hacer pasar el Dbuffer requerido desde su recipiente
correspondiente y el suero que procede de la jeringa acoplada
para su carga. El extremo superior de la columna se conecta a
la bomba peristdtica para mantener el flujo elegido de manera

constante y hacerlo pasar a través de la celdilla de lectura de
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absorcidémetro; a continuacidén, el ligqudio pasa al colector de
fracciones, que se puede programar para la recogida en
distintas condiciocones.

La columna se prepara con Sephadex G 150 superfino, un
polimero de dextrano entrelazado con epiclorohidrina, con la
cual forma una malla tridimensional de <cadenas de
polisacaridos. Una vez hidratado es estable a pH entre 2 y 10
y resistente a agentes disociantes como urea, clorurc de
guanidina o detergentes con el dodecilsulfato sddico.

La cromatografia de reciclo ascendente contra la gravedad
tiene como ventaja 1impedir gque el gel se apelmace,
permaneciendo asi sin alteraciones el flujo de la columna. El
flujo puede variar segun el didmetro de la columna y la presiodn
seleccionada en la bomba peristaltica. Generalmente utilizamos
columnas K-20/100 de 500 ml de capacidad.

El gel se prepara calculando el peso necesario de Sephadex
G 150 superfino para gque el hidratarse ocupe el volumen de la
columna. Generalmente se emplearon 25 g de gel seco. Se anade
aproximadamente el doble de la capacidad de la columna de
buffer fosfato, se c¢oloca al bano Maria durante 5 horas, se
deja enfriar y se introduce en la columna. Una vez sedimentado,
lavar con el mismo buffer fosfato y mantener a temperatura de
10° C hasta el momento de su utilizacién. Si la columna no va
a ser utilizada en largos periodos de tiempo, anadir como
antiséptico al buffer azuro de sodio al 0,1 %, el cual debe ser

eliminado en el momento de proceder a la separacién
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cromatogrdfica, ya que interfiere en la lectura del
absorcidmetro. Para ello, basta lavar la columna con el mismo
buffer sin el azuro de sodio.

La separacién de las inmunoglcbulinas del suero se
facilita preparando previamente 1la carga, de manera due
conviene inactivar el suero a 56° C durante 30 minutos vy
dializarlo después. Para una separacidén mds nitida puede
procederse a diafiltrar y concentrar el suero utilizando
membranas Centriflo CF-50A (Amicon), lo que permite que 7 ml de
sueroc inactivado centrifugados a 1300 x G durante 30 minutos se
concentren cuatro veces o mas. Ahadiendo buffer de lavado al
producto concentrado y volviendo a centrifugar en las mismas
condiciones, eliminamos gran parte de las sales, habiendo menos
interferencias durante la carrera.

Para mayor pureza, se dializa la muestra frente a buffer
de fosfato 0,05 M en NaCl 0,1 M, a pH 6,9.

A continuacidén, se procede a la carga de la columna, la
elucidn del Dbuffer fosfato movilizado por 1la bomba
peristdltica, y el fraccionamiento de las proteinas séricas en
una serie de tubos en el colector de fracciones. La mayor parte
de las inmunoglocbulinas salen en el primer ciclo, en los dos
primeros picos gue se solapan. Recoger las fraccicnes gue
contienen las inmunoglobulinas. Para ello se mide la absorcidn
a las longitudes d eonda de 278 nm y 257 nm simultdneamente por
medio del absorcidémetro acoplado al colector de fracciones. Se

registran los picos de absorcién y se recogen las fracciones
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gue tengan un indice D.0.,,./D.0.,s;, mayor que 2,4. Se mancomunan
y se repite el proceso dos ves mas para conseguir el grado de
pureza deseado. Mediante este procedimiento podemos
recuperar la mayor parte de las inmunoglobulinas contenidas en
el suero sin que se produzca modificacidén ni desnaturalizacidn
del material.

Una vez aisladas, purificadas vy <concentradas las
inmunoglobulinas, tomar una muestra para la determinacidn de
proteinas. Si no van a ser utilizadas en el nomento, se
congelan a -90° C.

En la figura 5 se puede ver el perfil del aislamiento de

las inmunoglcbulinas.

b.1. Buffer empleado

Buffer de fosfatos 0,05 M en NaCl 0,1 M

Solucidén A

Na,HPO, +@vveurennnnnas ettt 14,2 g

Agua tridestilada, C.S.P. tcvenennrnnn . 1.000 ml

Solucién B
NaH,PO, ....... e eeeee e 15,6 g

Agua tridestilada, c.S.p. ....... ceenaa 1.000 ml

Sclucidn C
NacCl ........ et teae e 11,7 g

Agua tridestilada, c.S.P. +.eee-.nn e 1.000 ml



137

20—
-3

T 2 12
£ L
[ Ve A
o i A
<o — ! -
[aN] -1 ' i
—J - J “.
<< ‘ ! F/,\

h ]
é 10 — dhom2
5
A \ /
A
[¥5]
=
()
Q —]
igG Alb
\ II-3
\\ - -~ e -
~
\ =2
| I [ | I | | I I T
80 70 90 110 130 150

NUMERC DE FRACCION

Ei procedimiento se lievéd a cabo por filtracion en gel a 10°C; 3 ml. de anlisuero concentrados o
partir de un volumen original de 9 ml. se pasaron a través de unc columna cromatogréfica de
2,6x700 cm, que contenic Sephadex G- 150 superl'mo Las proleinas se eluyeron con butfer de
tostato 0,05 M en solucion de NaCl 0,1 M, pH 6,9. Las medidas de densidad oplica se hicieron
tomando una alicucto de coda fraccion y dliuyando a 1/10 con bulfer de elucion. Los nimeros
romanos |, Il y lil indican ef perfil corespondiente a cada ciclo. La elechoforesis mostrd que el
pico | estaba compuesto por IgM, el pice 2 por IgG y el pico 3 por albdmina. La pureza de ias
inmunoglobulinas se demostié mediante electroloresis, inmunoelectroforesis y relacion D.O. 278
nm/D.0O. 251 nm. En nuestros ensayos esto reiccion fue de 2.8 paro las inmunoglobulinas
humanas y de 2,6-2,7 para ias inmunoglobulinas de conejo.

Figura §

PERFIL DE ELUCION DE SEROPROTEINAS MEDIANTE RECICLO DISCONTINUO EN CROMATOGRAFIA
ASCENDENTE.
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El buffer de lavado y elucidn se prepara con 580 ml de
solucidén A, 400 ml de solucidn B y 1.000 ml de solucidén C.

Una vez preparada, comprobar que el pH es de 6,9.
Esterilizar por filtracién si no va a ser utilizada en el

momento.

ITI.K.2. AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS HUMANAS UNIDAS A

MEMBRANAS DE CELULAS MMT

Para la elucidn de las inmunoglobulinas, de las células,
fragmentos zeidticos o membranas plasmdticas fueron tratadas
mediante el método de Ran y Witz (1970).

El procedimiento gue seguimos fue el siguiente. Partiendo
de las células MMT correspondientes al cultive de un frasco de
Roux, aproximadamente 30.000.000 de células, se lleva a cabo su
desprendimiento con una espatula y se suspenden en un volumen
de solucidén de NaCl 0,14 M a pH 5,6.

A continuacién se centrifugan a 650 x G durante 10
minutos. Se decanta el sobrenadante y se lava Ja pella con
solucidén de NaCl 0,14 M a pH 5,6, centrifugandose de nuevo a
650 X G durante 10 minutos. Se decanta el sobrenadante y se
anade un volumen de suero humano problema, incubdndose a 37° C
durante 15 minutos. Ahadir un volumen igual de solucidén de NacCl
0,14 M a pH 5,6 e incubar de nuevo a 37° C durante 15 minutos.

Centrifugar en las mismas condiciones descritas

anteriormente, decantar el sobrenadante y lavar nuevamente la
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pella. El producto resultante es el que se utiliza para la
€lisién de inmunoglobulinas mediante tratamiento dcido, como se
describira mas adelante.

El procedimiento, en el caso de las células MMT incubadas
con sueros de pacientes de cédncer de mama citotédxico para las
mismas, es el siguiente. Tras el lavado de las células MMT
obtenidas del frasco de Roux, se incubaron con suero problema
positivo durante el tiempo establecido para gque se inicie el
efecto téxico. A continuacidn, lavar las células tratadas en
soluciodn buffer de fosfato. Las inmunoglobulinas asociadas a la
membrana se eluyeron utilizando pH dcido segin el método que
sera descrito en el apartado siguiente.

Segun el tratamiento de elucidn, la cantidad de proteinas
aisladas varid desde aproximadamente 1,7 ug/1.000.000 de
células en las muestras tratadas con buffer de glicina vy
sacarosa 0,27 Ma 2,3 ug/1.000.000 de células para las tratadas
con buffer de glicina y sacarosa 1,49 M.

La valoracion proteica s e realizd
espectrofotométricamente, aplicando la fdérmula (E, ...=F.ooma) X
144 x factor de dilucidn = ug/ml de la solucién original. Con
ello vimos ¢gue las proteinas aisladas no correspondian a
inmunoglobulinas puras, ya gue la relacidén E,,./E,,, fue de
valores entre 1,21 vy 1,47, en vez de entre 2,4 y 2,8.

Mediante inmunodifusién cualitativa se confirmé 1la
presencia de inmunoglobulinas en las proteinas aisladas. Para

ello se concentraron 100 veces los eluatos mediante membranas
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Minicon B-15 y se realizdé la inmunodifusicén, observandose gue
las bandas nitidas de precipitado en las muestras de las

celulas MMT tratadas con sueroc problema positivos.

ITT.K.3. AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS MEDIANTE TRATAMIENTO

ACIDO DE CELULAS

Parte de los anticuerpos que circulan por la sangre se
unenh a antigenos liberados por las células cancerosas, formando
inmunocomplejos circulantes. Otra porcién de anticuerpos se
fija a los antigenos de la superficie de 1las células
cancerosas, formando inmunocomplejos fijos.

El estudio de los inmunocomplejos fijos separando los
anticuerpos de los antigenos tropezé con serias dificultades.

Las técnicas habituales recogidas de la literatura
cientifica provocaban una elevada mortalidad celular.

Por consiguiente, antes que nada fue necesario intentar
resolver este problena.

La técnica bdsica es la siguiente.

Se prepara una suspensién con 100.000 a 1.000.000 de
células en medic esencial minimo de Eagle suplementado con 10
% de suero de ternera. A los 30 minutos se centrifuga la
suspensién a 100 x g durante 10 minutos. Se elimina el
sobrenadante y se anade 0,5 ml de buffer de glicina-HCl A pH
2,4 a 4° C por cada 0,1 ml de pella. Se sumerge el recipiente

unos minutos en un bafio de hielo (4° C) vy se agita la muestra.
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Se vuelve a centrifugar a 100 ¥ G durante 5 minutos, se decanta
el sobrenadante, se realiza un lavado con un volumen abundante
de solucidén PBS de Dulbecco, se vuelve a centrifugar a 100 x G
durante 5 minutos y se resuspenden de nuevo en PBS de Dulbecco.
Hacer un recuento celular en un citdémetro de Neubauer por el

método de colorante de exclusion con eritrosina B.

ITI.K.3.a. Buffer empleado

Buffer de glicina—-HCl a pH 2,4 con distintas concentraciones de

sacarosa.

GliCINa .. vivsnneeeoesnnansaasasaosaserssnennssens 1,25 g

SACATOSA 4o v v ot anassssansasassssssnnnsnansecsessss hasta
obtener soluciones con 92,5, 176, 300 y 510 mg/ml

Agua tridestilada, C.8S.P: ceveeeccssns e e es e 100 ml

HCl, C.S.P. cveennnnnnnas e s e s e s es e s aat s aeses e PH 2,4

La solucién salina fosfatada de Dulbecco (PBS) y la

solucién de eritrosina B se indican en otro lugar.

IIT.K.4. AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS DE VESICULAS ZETOTICAS

DE CELULAS MMT

Suspender tres lotes de células MMT en medio de crecimiento
suplementado respectivamente con 5 % de suero de ternera, 5 %
de suero problema y 5 % de inmunoglobulinas aisladas del mismo

suero problema. Dejar incubando durante 150 minutos, agitando
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cada 15 minutos.

Recoger las suspensiones y centrifugar a 20.000 x G a 4°
C durante 30 minutos. Decantar los sobrenadantes y lavar la
pella resuspendiendo en 25 ml de buffer de Dulbecco a 4° C.
Centrifugar en las mismas condiciones.

Decantar los sobrenadantes y resuspender la pella en 5 ml
de buffer de glicina a 4° C, agitando a dicha temperatura
durante 30 minutos. Centrifugar en las mismas condiciones y
transferir el sobrenadante a un micrococentrador por
ultrafiltracién con membranas Minicon A25 "Amicon", dejando
concentrar 100 veces. Afadir 5 ml de buffer de Dulbecco para
eliminar el medio dcido y conseguir un pH de aproximadamente 7,
y volver a concentrar 100 veces en el microconcentrador Minicon
A25, Valorar el producto por inmunodifusidn.

Paralelamente, lavar tres veces monocapas de cultivos de
células MMT con buffer de Dulbecco. Desprender las células con
espatula, resuspender en unos 25 ml de buffer de Dulbecco vy
centrifugar a 10.000 x G a 4° C durante 10 minutos. Decantar
los tubos y resuspender las células en buffer de glicina para
obtener un volumen final de 5 ml, manteniendo a 4° C durante 10
minutos. Decantar los tubos y resuspender las células en buffer
de glicina para obtener un volumen final de 5 ml, manteniendo
a 4° C y agitando durante 30 minutos.

Centrifugar a 20.000 x G a 4° C durante 30 minutos.
Transferir el sobrenadante a una membrana de Minicon A25 y

concentrar. El tratamiento a segquir a partir de ahora es el
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llevado a cabo en el apartado anterior.
De la misma manera, se analizaron por inmunedifusion
cualitativa 1las inmunoglobulinas asociadas a vesiculas

zeioticas de las células tratadas con suero problema positivo.

III. L. RECONOCIMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS

IIT.L.1. ESPECTROFOTOMETRIA Y TECNICA DE LA INMUNODIFUSION DE

OUCHTERLONY

La cantidad y pureza de las inmunoglobulinas elididas se
analizan espectrofotométricamente haciendo un barrido entre las
longitudes de onda de 220 y 350 nm y su concentracidén puede
estimarse en la forma gue se describe en el apartado II1.N.2.a.

Las inmunoglobulinas elididas se concentran en un
microconcentrador Minicen B-15 {Amicdén), gue selecciona las
proteinas globulares con peso molecular superior a 15.000 Da.
Se anade un volumen igual al de la partida con solucidn buffer
de fosfato 0,05 M a pH 6,9, para neutralizar el pH. Se vuelve
a concentrar.

Para realizar una inmunedifusidén segun el métode de
Quchterlony, se disponen placas de Petri de 4,5 cm de diametro,
se anaden 2,5 ml de solucidn de agarosa al 1 % en buffer de
Owens, se deja enfriar y se perforan los pocillos para

depositar los reactivos. El método se describe con detalle mas

adelante. Véase el apartado II.N.7.c.
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IIT.L.1.a. Scolucién empleada

Solucidén de agarosa al 1 % en buffer de Owens

Buffer de Owens

Acetato de barbitona ................ ceenee 16,5 g
Agua bidestilada, C.S.P. tevervorsnsnnsnns . 1.000 ml
Solucidn de agarosa al 2 %

V-No 15 of o 11 - WA P 2 g
Agua bidestilada, C.S.P. v ernnernnncas . 100 ml

Mezclar un volumen igual de cada solucidén a 60° C.

ITIT.L.2. TECNICA DE LA INMUNOFLUORESCENCIA

Para la realizacién de la técnica de la
inmunofluorescencia se parte de cultivos de células MMT, gue se
desprenden de la monccapa y se suspenden en PBS.

Las células se centrifugan a 100 x G durante 5 minutos, se
lavan resuspendiendo en PBS y se sedimentan por centrifugacidn.

Las células se fijan con acetona pura a -20° C durante 10
minutos.

Se extienden las células sobre un portaobjetos y se secan
al ailre para eliminar la acetona.

Se lavan nuevamente las célula con buffer de fosfatos. Se
escurre la preparacidn para eliminar el exceso de liquido, pero
antes de que la preparacidén se seque se deposita sobre unas

preparaciones sueros de enfermas con carcinoma mamario y sobre



145

otras sueros de mujeres normales.

Se incuban las preparaciones en un recipiente saturado de
humedad a 37° C durante 45 minutos. A continuacioén se lavan dos
veces con el buffer de fosfatos y se incuban con suero de
conejo contra gammaglobulinas humanas conjugadas con
isotiocianato de fluoresceina.

Se incuban las preparaciones a 37° C en ambiente
hiumero durante 45 minutos. Se lavan las células con buffer de
fosfatos dos veces, se montan utilizando una mezcla de 9 parte
de glicerol y 1 parte de buffer de fosfatos y se sellan con

Eukit, guedando listas para su observacién al microscopio.

ITII.L.2.a. Buffer empleado

Buffer de fosfatos, pH 7,0

NaH.PO, 0,2 M tuiiineranaeennernnnenennonns 80 ml
Na,HPO, 0,2 M v urrertoncaanoaaanaannnnns 150 ml
Agua bidestilada .....cciiieriiiintnnsnnans 200 ml

IIT.LL. ENZIMOINMUNOANALISIS (ELISA)

La técnica de enzimoinmunoandlisis (ELISA) que utilizamos

es practicamente la descrita por Buchanan y c¢ol (1981). Es un

enzimoinmunoensayo en fase sdlida cuya principal ventaja es su
elevada sensibilidad, del orden de la de los

radiocinmunoensayos.
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Consiste en la fijacién de los antigenos especificos, o de
una mezcla gque los contenga, en tcecdos los pocillos de una
microplaca y hacerlos reaccionar frente a los sobrenadantes
problema y control. Sobre 1los anticuerpos fijados a los
antigenos, hacer reaccionar un antisuero heterdlogo contra las
inmunoglobulinas y exponer a continuacion dichas
inmunoglobulinas fijadas a un conjugado estable de proteina A
con fosfatasa alcalina, que se va a fijar a la fraccidén Fc de
las mismas y que, al anadir el sustrato de la fosfatasa
alcalina, da lugar a un compuesto coloreado, gque absorbe a 405
nm y es proporcional a la cantidad de anticuerpos de los
sobrenadantes problema y control fijados a los antigenos.

De esta manera, los mismos reactivos pueden utilizarse
para valoraciones de diferentes anticuerpos; sdélo hay gque
modificar los antigenos fijados en los pocillos de las placas,
que pueden ser ahtigenos contenidos en células cultivas en los

mismos.

III.LI..1. SOLUCIONES Y REACTIVOS EMPLEADOS

TII.1L..1.a. Solucién de fosfatasa alcalina

a.l. Solucidén base

(NH,),SO, (B.D.H., ANAlar) ..:veeeeeeaannnnnns 105,71 g
MgCl, (B.D:tH.) .. ieiriinraranttnnnnscesssnnnnss 50,83 mg
ZNCl, (MEYCK) i v ittt it iatsernnncnnnssnnnnnns 3,41 mg

NaH,, C.S.P. (BuDeHu) vutvmrennennennnennnnns pH 7
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AQUE, CiS.iP: tererersrererasersrssasassrsenenes 250 ml
Esta solucidn correponde a (NH,),SO, 3,2 M, MgCl, 0,001 M

y znCl, 0,0001 M, a pH 7,0

a.2. Fosfatasa alcalina
Fogfatasa alcalina (Sigma): se suspende en el medio base

hasta conseguir una concentracidén de 2 mg/ml. Para lavar, se

anade mas suspension base.

I1II.1.b. Buffer de fosfatos de Sorensen, pH 7,4, para
proteina A
Solucioén A
KH,PO, (BuDiHu) vevvennrorccnnnonnneonansannns 9,08 g
AQUA, CiSeP+e v oasveracessansnanracssnssonsanss 1.000 ml
Solucién B
Na,HPO,+2H,0 (B.D.H., Analar) .......cceeuues 11,88 g
AGUA, C.iSePer cvenreatoseanssaanatsconensonensss 1.000 ml
Mezclar 196 ml de solucidén A y 804 ml de solucidén B. E1 pH
a 18° C es de 7,4.
Proteina A
Se realiza una suspensiodén a 6 mg/ml
ProteinNa A ... ierreencrsitrsenesaanssnasanasaa 6 ng

Buffer fosfato ...t vererrienrcectnnaccasnnns 1 ml
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ITI.LL.1.c. Solucidén de almacenamiento del conjugado

proteina A-fosfatasa

Tris 0,05 M, MgCl, 0,001 M, serocalbumina 5 %. NaN, 0,003 M

TriS DASE (ICN) 4 i estt ot aeneanaaaaanns 0,6057 g
MgCl, (B.D.H. ) tiiietnereannrnocnnancnnsenas 20,33 mg
Serocalbumina (Serva) ...veesreeicernannsans 5 g
NaN, (Sigma) ..o uiirorersssacncnssnnnnsnnnss 19,5 mg
AJUE, CiSeP: cosvtcncsacsatstssasacasastanana 100 ml

IITI.LL.1.ch. Buffer de bicarbonato a pH 9,6 para fijacidn de

antigenos

Na,CO, 0,015 M, NaHCO, 0,035 M, fenilmetilsulfonilfluoruro

100 M.
Na,CO, (MercK) ..ivevrrreunrncnannenncnnocans 0,159 g
NAHCO, (BuD.Hu) tiiinvvvnnennonnannnenaannnns 0,294 g
Fenilmetilsulfonilfluorurc (Sigma) ......... 1,74 mng
Agua hervida, C.S.P. tereeeienrnerrnnnennnns 100 ml
IIT.LL.1.d. Solucion de NaOH 5 H
NaCH 5 N
Esta solucidn se utiliza para detener la reaccidn.
NaOH (MEIXCK) tivvinurececenenssnsnoananacssss 20 g
AQUA, CuiSePr st eosensontcncncenanannennnnsssss 100 ml
I1II.LL.1.e. Buffer Na,CO, 0,5 MgCl, 0,001 M
Na,CO, (MErCK) .uiuusiitnnceeeanannnssveinenns 26,5 g
MGC1,+6H,0 (BuDeHu) teeeurenennnnennnnnnenn 0,51 g
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Agua hervida,C.S.P. tevecrennennnnrnnancans 500 ml

ITT.LL.1.f. Sustrato: p-nitrofenil fosfato con 1 mg/ml

Este reactivo se ©preparara en el momentoc de su
utilizacidn.

p-Nitrofenil fosfato (Sigma) .......00... 5 ng

Buffer Na,CO, a pH 10,4 ..... ..t nnns 5 nml

III1.LL.l1.g. PBS 0,15 M pH 7,2

NaCl (Merck) ...ttt tnsnsnnnns 8,76 g
KCl (MerCK) ..uieerscenaansnnsassecsnssnnns 0,2 g
Na,HPO, (B.D.H., Analar) ...c.ceeeennnsnns 1,15 g
KHPO, (BuD.Hu) toeereeeerenerennennannns 0,2 g
Agua bidestilada hervida, C.S.P. «ceeeen.. 1.000 ml

IIT.L.L..1.h. PBS 0,15 M con seroalbumina ain 5 % y N,Na al 0,2 %

Esta solucidén se utiliza para el almacenamiento de 1la

placa.
Sercalbuimina (Serva) ....ieeernsrnarssnss 5 g
N.NAa (Sigma) .. v vvetmmneeennencanessonsssns 0,2 g
PBS, CuSePu teencenssennsssnssnsnasanannnss 100 ml

ITI.LL.1.1i. Solucién de Glutaraldehido al 0,25 % en PBS
Glutaraldehido 25 % (Fluka) sevevensnsne 1 ml

PBS, CoSuPs tenenennonsusnenanasennnenens 100 ml
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IIT.LL.2. PREPARACION DEL CONJUGADO PROTEINA-A FOSFATASA

En tubo cdénico de 2,5 ml colocar 0,75 ml de fosfatasa a
razon de 2 mg/ml, anadir 1 ml de solucidn base para fosfatasa
alcalina y centrifugar durante 10 minutos a 110 x G. Decantar
y despreciar el sobrenadante, resuspendiendo la pella en 100 ml
de proteina A a razdén de 6 mg/ml.

Transferir la resuspension a una membrana Centriflo CF-25,
previamente saturada con glutaraldehido y lisina. Lavar el tubo
con 0,9 ml de buffer fosfatc y transferir a la membrana. A
continuacién, centrifugar dQurante 30 minutos a 1680 x G,
repitiendo el lavado dos veces con 1 ml de buffer fosfato para
eliminar iones NH,'. Lavar una vez con 1 ml de glutaraldehido
al 0,25 % en buffer fosfato.

Concentrar hasta 0,1 ml y agitar suavemente. Dejar a
temperatura ambiente durante 2 horas, en el mismo cono. Lavar
3 veces con 1 ml de buffer fosfato cada vez, para eliminar el
glutaraldehido y dejar en 1 ml.

Concentrarlo al maximo en Amicon A-75 para eliminar
proteina A y fosfatasa libres y volver al volumen inicial con
buffer fosfato. Tomar una muestra para valoraciénde proteinas
por el método de Lowry y diluir en solucidén de almacenamiento
a una concentracidén final de aproximadamente 210 ug/ml. Guardar
a 4° C. El1 conijugado puede utilizarse durante los cuatro meses

siguientes a su preparacioén.
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IIT.LL.3. FIJACION A LOS ANTIGENOS DE LA PLACA

Se prepara una solucidn de antigenos con 200-400 ug/ml de
proteina en buffer NaHCO,/Na,CO, a pH 9,6. Si se trata de una
mezcla de antigenos estructurales y solubles, repartir en dos
alicuotas y solubilizar una de ellas por ultrasonidos durante
3 minutos en 6 ciclos de 30 sequndos y utilizar en estos casos
el buffer con fenil-metil-sulfonil-fluoruro para inhibir la
actividad proteolitica acompanante.

Mancomunar ambas alicuoctas y poner 100 pul en cada pocillo
de la placa, dejandec una fila en blanco para control de fondo
de placa. Incubar durante 2 horas a 37° C, en estufa de gaseo.
A continuacidén, pasar a 4° C y dejar durante 18 horas.

Eliminar el antigenc vaciando a fondeo con micropipeta y
realizar 5 lavados con PBS. Ahadir a cada pocillo 400 pl de
solucidén de PBS mas serocalbumina 5 % mds N,Na 0,2 % y guardar

a 4° C hasta su utilizaciodn.

III.LL.4. VERIFICACION DE LA REACCIGN

La placa cubierta con antigenos se lava 5 veces con PBS
y se afiade a cada pocillo 200 ¢l de la solucidén problema,
dejandoc pocillos para control de fondo de placa y fondo de
reaccién. Incubar a 37° C en ambiente de humedad durante 2
horas v eliminarlo con micropipeta.

Lavar 5 veces con PBS y anadir 100 pl de antisuero de
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conejo contra inmunoglobulinas humanas © de ratdn, segun
corresponda, preparadas en las condiciones descritas, diluidas
al 1/100 con solucidén PBS. Incubar a 37° C en ambiente saturado
de humedad durante 1 hora y gquitarlo con micropipeta.

Lavar 5 veces con PBS y afadir 200 ul de coniugado
proteina A-fosfatasa diluido al 1/25 en PBS. Incubar a 37° C en
ambiente saturado de humedad durante 1 hora y gquitarlo con
micropipeta.

Lavar 5 veces con PBS y anhadir 300 ul de sustrato con 1
mg/ml preparado en el momento. Incubar a 37° C en ambiente
saturado de humedad y detener la reaccidén ahadiendo 20 ul de
NaOH 5 N a cada pocillo.

Leer en el espectrofotdémetro a A 405 nm frente a blanco de
buffer Na,CO, 0,5 M, MgCl, 0.001 M y NaCH 5 N.

Los reactivos deben anadirse a 37° C.

El control de fondo de placa se realiza depositando
solamente conjugado y sustrato.

El contrgl de reaccidn se obtiene depositando anti-
inmunoglobulinas, conjugado y sustrato, con o sin adicidn

previa de inmunoglobulinas no reactivas.
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I7I.M. OBTENCION DE FRACCIONES SUBCELULARES Y VIRUS

ITI.M.1. AISLAMIENTO DE MEMBRANA PLASMATICA Y GRADIENTE

DISCONTINUO DE DENSIDAD EN SACAROSA

Para su obtencidén tomamos células MMT, y aplicamos el
procedimiento de purificacién de membrana plasmatica. Consiste
basicamente en preparar cultivos de dichas células en frascos
Roller de 650 cm” de superficie, hipotonizar las células en
buffer bdasico, homogeneizar y separar las fracciones
enriquecidas en membrana plasmdtica mediante una centrifugacion
a velocidad baija seguida por centrifugacidén diferencial a alta
velocidad en gradiente de sacarosa para su concentracioén vy
purificacién.

Para el aislamiento de la membrana plasmatica empleamos el
método de Ray (1970) con algunas modificaciones.

El método consiste en aislar las células de las cuales se
quiere obtener la membrana plasmatica. A continuacién, se lavan
con un volumen grande de sclucidn salina citrada isotdnica
(ssC) [1x] y se centrifugan a 300 x G durante 15 minutos. Se
vuelven a lavar con solucién Tris 20 mM y NaCl 0,14 M a pH 7,4.
Se suspenden en un volumen igual de solucién hipoténica con
NaHCO,, cCaCl, y fenilmetil-sulfonil fluoruro a 4° C y se
mantienen en condiciones hipotdnicas 2 horas. A continuacién se
homogeneizan las células en un homogeneizador Potter de

vidirio-tefldén a 3.000 rpm, en ciclos de 1 minuto paa evitar
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calentamiento y tomar muestras.

La observacién de las muestras al microscopio de contraste
de fases permite controlar la homogeneizacién, la cual debe
detenerse cuando se han roto todos los citoplasmas pero los
nicleos estdn intactos. En este momento, se toma una muestra
para determinar la cantidad de proteinas. El1 homogenado se
centrifuga a 300 x G durante 15 minutos para sedimentar los
nucleos. El1 sobrenadante se separa, se toma una muestra para
determinacién de proteinas y se centrifuga a 1.400 x G durante
15 minutos para sedimentar las membranas. Se elimina el
sobrenadante y el sedimento se resuspende en solucidn
hipotdnica hasta un volumen final de 3,4 ml; se ahaden 7,5 ml
de sacarcocsa al 70 % (peso/volumen) y se toma muestra para
determinacidn proteica.

Las membranas purificadas guedan asi suspendidas en
sacarosa al 48 % en el fondo de un tubo de ultracentrifuga.
Encima de esta capa se depositan en capas superpuestas, con

)

mucho cuidado, 9,7 ml de sacarosa al 45 %, 12 ml de sacarosa al
41 % y 2,4 ml de sacarocosa al 37 % para formar un gradiente de
densidades. Se centrifugael tubo a 62.000 x G durante 120
minutos y se recoge la banda gque aparece en la interfase entre
las concentraciones de 41 % v 45 % de sacarosa, correspondiente
a una densidad 1,16, en la gue se encuentran las membranas
plasmdticas purificadas.

Se mide el volumen recogido y se toma una muestra para

determinar proteinas. La sacarosa y los iones de calcio se
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— BANDA 4

—- BANDA 3

— BANDA 2

SEDIMENTO

Figura 6

Tubo de gradiente de densidad de sacarosa para purificar la
membrana plasmitica e células MMT. En el sedimento se
depositan las mitocondrias, la banda 2 corresponde a
microsomas, Ia banda 3 a membrana plasmdtica, 1a banda 4 a
lipoproteinas y 1a banda 5 a lipidogs. Como se ve en esta
figura y en las fraceiones de la figura 7, la separacion de
la membrana es muy nitida
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PERFIL DE LA PURIFICACION DE MEMBRANA PLASMATICA DE CELULAS CANCERCSAS MMT POR MEDIO DE
CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE BENSIDAD DASCONTINUO DE SACAROSA AL 48-37 POR 100 (P/V), A

62.000 x g DURANTE 120 MINUTOS

CONCENTRACION DE SACAROSA EN PORCENTAJE (P/V)
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Superficie de e de A B o A/B D
cultivo en momocapa células g g ng 3 g
_ x 10°

10,000 ond 1.808 515 327 275 63,5 5,6

proteinas celulares totales

proteinas totales de células sin micleo {crudo antigénico 2)
proteinas solubles {del citosol)

membranas purificadas (banda 3)

o oo
nonowou

Tabla V

Rendimiento del aislamiento y purificacién de membranas de células MMT
por cada 10.000 c»¢ de superficie de cultivo
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eliminan lavando las membranas purificadas con volumen
abundante de 4dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM vy
centrifugando a 24.000 x G durante 30 minutos. Se elimina el
sobrenadante y las membranas lavadas y sedimentadas se congelan
a -90° C hasta gue vayan a ser utilizadas.

Las membranas gue se van a utilizar en las inmunizaciones
se solubilizan de 1la siguiente manera. La pella (fresca
descongelada) se resuspende en una solucién de NaCl 0,14 M,
tris(hidroximetilaminometano) 20 mM,flucorurc de fenil-metil-
sulfonilo 100 uM y Triton X-100 0,05 %. Se somete a 6 ciclos de
ultrasonidos de 30 segundos cada uno, se ultracentrifuga a
100.000 X G durante 60 minutos. El sobrenadante contiene las
membranas purificadas solubilizadas. El sedimento se vuelve a
resuspender repitiendo el proceso otras dos veces, anhadiendo
los sobrenadantes al y obtenido.

La cantidad de proteinas de cada sobrenadante y del
mancomunado final se valora por el método de Lowry y col.

En la figura 6 se pueden ver las bandas en el tubo después
de la ultracentrifugacién en la figura 7 el perfil del
fraccionamiente, y en la tabla V el rendimiento del

procedimiento de purificacidn.
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ITT.M.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE VIRUS (MMTV) DE TUMORES

MAMARIOS MURINOS

IIT.M.2.a. Aislamiento del virus MMTV

El procedimiento seguido para el aislamiento de MMTV es el
siguiente. A ratones hembras de la cepa C3H con adenocarcinoma
mamario espontdneo se les administran 40 ug de dexametasona por
gramo de peso del animal, wvia intraperitoneal, dos dias
consecutivos. Los tumores se extirpan, se fragmentan y se lavan
como se hace en los cultivos primarios. Los fragmentos lavados
se transfieren a un homogeneizador de Potter-Elvehjen
previamente tarado y se determina su peso. Se anaden cinco
volumenes (p/v) de soclucidn hipotdénica preparada con dos
voluimenes de solucidén salina de Hanks, con NaHCO,, sin rojo
fenol, vy un volumen de agua bidestilada, a 4° C. Se procede a
la homogeneizacidn de los fragmentos con 20-30 emboladas,
controlédndola con el microscopio de contraste de fases; cuando
la ruptura de la membrana plasmatica es total y empiezan a
producirse dahos en los nucleos, se interrumpe 1la
homogeneizacion.

Trabajando a 4° C, el homogenado se centrifuga a 2.000 x
G durante 10 minutos en centrifuga Sorvall, rotor HB4, para
sedimentar 1los nucleos y las mnmitocondrias. Se recoge el
sobrenadante, se somete a ultrasconidos durante 10 segundos en

un desintegrador ultrasdénico MSE 100, en la posicidén 7 um de
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pico a pico, para dispersar los agregados de virus. A
continuacién se centrifuga a 4.000 x G durante 10 minutos, se
recoge el sobrenadante y se guarda la pella. Se toma muestra
del sobrenadante para determinacidén proteica y valoraciodn
espectrofotométrica de nucleoproteinas y d4cidos nucleicos. Las
pellas se resuspenden Yy se vuelven a someter a tratamiento
ultrasénico y se realiza centrifugacién de 1la manera
mencionada, para obtener un sedimento de particulas viricas.
Los sobrenadantes de las dos centrifugaciones se juntan,
se mide su volumen y se valora la cantidad de proteinas en una
muestra adecuada. El1 sobrenadante final se filtra a través de
membranas de 0,45 um didmetro de poro para consegulr una
suspensidn de virus concentrado. El producto se ultracentrifuga
a 110.000 x G durante 60 minutos a 4° C, se elimina el
sobrenadante y se resuspende la pella en 2 ml de solucidn
salina eguilibrada, tomando muestra para nueva determinacién
espectrofotométrica de nucleoproteinas y &dcidos nucleicos. El
producto se purifica en un gradiente de sacarosa, como se
indica a continuacidén conservadndose a =-90° C en casco de no

utilizarlo de inmediato.

III.M.2.b. Purificacién de virus mediante ultracentrifugacion

en gradiente de sacarosa

En tubos de ultracentrifuga de policarbonato de pared

fina, de 35 ml de capacidad, se preforma un gradiente de
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sacarosa. Se preparan 15 ml d solucidén de sacarosa al 60

N

(p/v) vy 15 ml de solucidén de sacarosa al 10 % (p/v) para
preformar el gradiente. La carga se prepara resuspendiendo 1 ml
de la suspensidén de virus concentrado en 3,5 ml de solucidn
salina equilibrada que lleve 0,5 ml de sacarosa al 50 % (p/V)
y se deposita cuiadosamente sobre el gradiente. Se centrifuga
a 95.000 x G (24.000 rpm en una ultracentrifuga preparativa
IEC, modelo B60, rotor SB110) a 4° ¢ durante 4 horas.

El gradiente obtenido se fracciona perforando el fondo del
tubo y recogiendo 32 fraccicnes de 1 ml en tubos cénicos
aforados mediante un colector de fracciones LKB, modelo
Ultragrad 11300. En cada una de ellas se determina el indice de
refraccién y 1la concentracién de sacarosa empleando un
refractémetro de ABBE marca Zeiss. Debe tenerse cuidado de
agitar las muestras antes de poner la gota en el refractdmetro
para homogeneizarla y medir correctamente cada fraccién. Se
determina también la absorcidén espectrofotométrica entre 260 y
280 nm de longitud de onda para calcular la cantidad de
nucleoproteinas de cada fraccién, lo gque permite reconocer
aguellas que contienen particulas viricas.

Lés fracciones con virus se mancomunan Yy se
ultracentrifugan a 100.000 x G a 4° C durante 60 minutos. Se
resuspenden en solucidén salina equilibrada y se procede a su
utilizacién o se conservan ccongeladas a —-90° C hasta el momento

de su uso.
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III.M.2.c. Soluciones empleadas

c.l. Solucidén de Tris 20 mM y NaCl 0,14 M a pH 7,4

TrLS i iiennennsanenssonnsns e a et 2,42 g
> o3 8,18 g
2 S e R 12 ml

Agua tridestilada, C.S.P. tieveertrancaneencsas 1.000 ml

Ajustar el pH antes de completar el volumen. Esterilizar

en el autoclave a 115° C durante 20 minutos.

c.2. Solucidén hipotdénica de bicarbonato sédico y cloruro

de calcio

NaHCO, v.vvvvnrnnnnn C e iee e 84 ng
0 1 294 mg
Fenilmetilsulfonilfluoruro .......voevuvennns 17,42 mg
Agua tridestilada, CiS.P+ cever st nneannns 1.000 ml

El fenilmetilsulfonilfluoruro (concentracidén final de 100
uM) inhibe las proteasas y protege a las membranas de su

accién. Esterilizar por filtraciédn.

c.3. Solucidén de lavado de sal tetrasédica del &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA-4Na)

EDTA=ANA & v vvvurennunnnssoeeeasneannsneennns 0,42 g

Agua tridestilada, C.S.P. vttt nannns 1.000 ml

Esterilizar en el autoclave a 115° C durante 20 minutos.
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c.4. Soluciones de sacarosa

Las soluciones de sacarosa a las concentraciones indicadas
en el lugar correspondiente se refieren en peso/volumen (p/v).
Una vez preparadas se esterilizan en el autoclave a 115° C
durante 20 minutos. En algunos casos se ahadieron 20 mg de
azuro de sodio por 100 ml de solucién para evitar

contaminaciones durante las manipulaciones.

ITIT.N. TECNICAS INMUNOLOGICAS

Las condiciones de inmunizacidn va a depender de diversos
factores como animal inmunizado y antigenos utilizados
(homélogos o© heterdlogos, purificados o semipurificados),
existiendo numerosas pautas de inmunizacidén para la obtencidn
de antisueros con antigenos viricos (Habel y Salzman, 1969;

Kurstak vy Morisset, 1974; Alvarez-Rodriguez, Alvarez-Noves y

Valladares, 1979).

III.N.1. INMUNIZACION DE CONEJOS CON MEMBRANA PLASMATICA

PURIFICADA DE CELULAS HUMANAS O DE RATON

Previamente a la inmunizacidén del conejo, se sangra al
mismo y se separa una muestra de suero control. Administrar a
continuacidén 200 ug de antigeno por via intravenosa; a partir
de este momento, con intervalos de 10-15 dias, se administraran

2 mg de antigenos suspendidos en coadyuvante de Freund
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completo, fraccionando la dosis total en cinco inyecciones
repartidas en cada una de las patas y en la region
interescapular.

Una vez terminada la inmunizacidn se procede al sangrado
del conejo, obtencidén de sueros y titulacién de los mismos. En
ocasiones, como cuando ha transcurrido un intervalo largo de
tiempo desde la udltima administracidén de antigeno, conviene
administrar una dosis recuerdo con 200 ug del mismo antigeno

sin coadyuvante 8 dias antes del sangrado.

ITI.N.2. INMUNIZACION DE CONEJOS CON ANTIGENOS VIRICOS

El procedimientoc 1llevado a cabo en este caso es
basicamente el mismo que el descrito en el apartado anterior.
En este caso utilizamos coadyuvante de Freund completo
suplementado con Mycobacterium butiricum para obtener una
concentracioén final de 2 mg/ml de la bacteria.

Las suspensiones de virus (MMTV) purificados se emulsionan
con un volumen 1igqual del coadyuvante de Freund completo
suplementado, de manera qgue al final obtengamos una
concentracidn de proteinas viricas de 50-100 pg/ml. Inyectamos
a los conejos 0,2 ml en cada pata y en regién interescapular de
la manera descrita anteriormente.

Cada 3 semanas se realiza sangrado para valorar 1la
respuesta obtenida y, si fuese necesario, administrar una dosis

refuerso en las mismas condiciones descritas en el apartado
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anterior. Cuando los titulos son aceptables se procede al

sangrado y obtencidén de los inmunosueros.

III.N.3. INMUNIZACION DE CONEJOS CON INMUNOGLOBULINAS HUMANAS

Y DE RATON

Se realiza una inmunizacidén de forma muy similar a la
hecha con membrana plasmatica purificada. Cuando los ccnejos no
alcanzan los titulos necesarios recibirdn cada 2 semanas dosis
sucesivas de antigenos desnaturalizados con alumbre de 1la
siguiente manera.

A 10 ml de una solucidén con inmunoglobulinas a 1la
concentracidén de 15 mg/ml se le ahaden 4,5 ml de solucidén de
bicarbonato de sodio 1 M. A continuacidn, y de forma lenta, se
anaden 10 ml de sulfato aluminico potdsico 0,2 M y se deja
actuar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar
a 300 x G durante 15 minutos y lavar tres veces el precipitado
con solucidn isotdénica de cloruro de sodio o con solucidn
salina equilibrada de Hanks. Resuspender la pella en 5 ml de la
solucidén salina elegida; este material es el que se inyecta a
los conejos con respuesta baja en dosis sucesivas con
intervalos de 10-15 dias, 300 mg wvia subcutédnea, hasta

conseguir la titulacidén médxima.
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III.N.4. INMUNIZACION DE RATONES

Los resultados obtenidos de la inmunizacién de ratones con
los antigenos anteriores, administrando las mismas emulsiones
y a lguales concentraciones, son muy buencs.

La via de administracién elegida en los ratones es la
intraperitoneal, suministrando 0,2 ml a cada animal vy
repitiendo la inmunizacién 2-3 veces con intervalos de 10-15

dias.

ITI.N.5. PRUEBAS DE TITULACION DE LOS INMUNOSUEROS

III.N.5.a. Prueba del anillo

Este procedimiento fue descrito por Coombs vy Hell en 1968.

En un tubo se disponen 100 ml de antisuero. Anadir muy
lentamente 100 ul de suspension con antigeno concentrado para
que no se mnezclen ambas soluciones, e incubar durante 30
minuteos a 37° C.

Si la reaccidén es positiva en la interfase se observara
una zona de turbidez gue confirma la capacidad del antisuero
para precipitar el antigeno. En este caso, se procede a la
determinacién de 1las condiciones o relaciones oOptimas de

precipitacién.

III. N.5.b. Prueba de las relaciones Jptimas

Esta prueba se realiza para determinar la proporcidn
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optima antigeno/anticuerpo para producir la maxima

precipitacion (Kabat vy Maver, 1948).

Consiste en enfrentar volumenes constantes de una dilucién
baja de inmunoglobulinas o© antisuero a concetraciones
crecientes de antigeno en volumenes iguales.

Las series preparadas se agitan en el momento en que se
vaya a realizar la prueba, incubdndose a 37° C. Cada 10 minutos
se miran los tubos, registrdndose el momento en que empieza a
producirse turbidez, opalescencia o precipitacién.
Generalmente, en los tubos en que la relacion
antigeno/anticuerpo es 6ptima la precipitacidén es mds precoz e
intensa.

La cuantificacidn de los precipitados es la base del
estudio de la interaccidn antigeno/anticuerpo; la
representacidén cuantitativa de precipitacién en una curva
permite deducir la cantidad que interacciona de antigeno y

anticuerpo, asi como la valencia antigénica (Benjamin, 1977).

La curva de precipitacién desarrollada por Heidelberg y
Kendall (1935a, 1935b) se realiza de la siguiente manera. Las
series preparadas para las relaciones odéptimas se guardan a 4,
C durante una noche. lLos tubos se centrifugan a 3.000 x G
durante 15 minutos a 4° C. Se desprecian los osbrenadantes y se
resuspenden las pellas en buffer fosfato 0,15 M a pH 7,2.
Centrifugar de nuevo en las mismas condiciones y determinar la
cantidad de proteinas del precipitado en cada tubo. La

representacioén grafica de los resultados obtenidos permite
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determinar el punto de equivalencia, que nos da directamente la

relacién optima antigeno/anticuerpo.

ITIT.N.5.c. Inmunodifusién

El procedimiento de inmunodifusién fue desscrito por
Quchterlony en 1948 (Ouchterlony, 1970; Crowle, 1973).

Se dispone de una capa semisdlida de agar o agarosa al 1
%, en la que se realizan perforaciones segun distintos modelos
geométricos para distribuir en dichos pocillos soluciones de
antigenos y anticuerpos gque al difundir en el soporte vy
encontrarse van a formar bandas de precipitado. De esta bandas
obtenemos varios datos sobre las caracteristicas de la
precipitacidn.

Para su realizaciodn, utilizamos indistintamente
portaobjetos para inmunodifusién de la marca Miles o placas de
agarosa al 1 % preparadas por nosotros de la siguiente manera.

Sobre una masa horizontal, se disponen placas de Petri de
45 mm de didmetro, ahadiendo a cada placa 3 ml de solucidn de
agarosa al 1 % recién fundida al banho Maria. Dejar solidificar
y perforar con molde de seis pocillos periféricos en los
vértices de un hexagono regular y un pocillo central. Conservar
las placas a 4° C hasta el momento de su utilizacioén. Para
evitar la contaminacidén de las placas, en algunos caos conviene
anadir a la agarosa 0,2 % de azuro de sodio.

cuando la inmuncdifusidén se utiliza para la titulacioén de

anticuerpos, se disponen en los pocillos periféricos diluciones



169

crecientes de los antisueros de factor 2 o de las soluciones de
inmunoglobulinas, enfrentdndolas a la solucidén del antigeno
colocada en el pocillo central. Para pocillos de 6 mm de
didmetro el volumen necesario es de 40 ul. Las placas se
guardan en camaras de humectacidén saturadas con vapor de agua
mediante un atomizador y papel de filtro humedecido con una
bandeja de agua en la parte inferior de la céamara. Dada la
facilidad de crecimiento de diversos microorganismos sobre el
agar, conviene ahadir a la solucidn acuosa de saturacién de la
bandeja un antiséptico para mantener condiciones de
semiesterilidad.

Pasadas 48-96 horas pueden observarse por iluminacidn
indirecta las bandas de precipitado formadas. Para conservar
las inmunodifusiones, proceder a su tincién.

La tincidén de las inmunodifusiones se realiza de la forma
siguiente. El1 borde de la agarosa se marca con un pincel
impregnado en tinta de Polink o mediante una muesca hecha con
bisturi, para no perder la referencia respecto a la posicién en
que se llevdé a cabo la prueba. Lavar las placas con solucidn
salina isoténica de <cloruro de sodio para eliminar las
proteinas no precipitadas, para 1o cual se cambia la solucidn
salina cada 60 minutos. Las placas se dejan durante toda la
noche con solucién salina, repitiendo al dia sigueinte dos
nuevos lavados. A continuacién, realizar un ultimo lavado con
agua destilada durante 10 minutos. Eliminar el agua y colocar

la agarosa en la posicidén de partida. Secar la placa dejandola
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a 37° C durante toda la noche a o a 60° C durante 2-3 horas.
Una vez secas las placas, se tinen con solucidén de negro
de amida al 0,05 % en metanol:dcido acético:agua bidestilada
(4:1:5} aproximadamente durante 5 minutos,hasta que se vean
aparecer las bandas. A continuacioén, lavar varias veces hasta
arrastrar el colorante de fondo con la mezcla de metanol:dcido
acético:ragqua bidestilada mencionada, lavar con agua destilada
y secar al alre. Las bandas aparecen tehidas en color azul con

nitidez, pudiendo ser conservadas indefinidamente.

III.N.5.ch. Titulacidén de la serotoxicidad

Se siembran microplacas de 96 pocillos de la marca Flow
con las distitnas células sobre las que se va a realizar el
estudio, a razon de 2000 células por pocillo en los respectivos
medios y condiciones de mantenimiento de cada linea celular. A
las 24 horas de la siembra, lavar las células 3 veces con nmedio
R5al base y ahadir diluciones crecientes de factor 2 de los
suercs. Incubar las placas a 37° C durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo, realizar el recuento de las células
exXxistentes en cada pocillo; en ocasiones, es conveniente hacer
un doble recuento. Para ello, anadir a cada pocillo 100 ul de
solucidn de colorante de exclusién, tifnéndose las células
supervivientes; el recuento de las células muertas se hace por
observacidn directa en microscopio de contraste de fases
equipado con gabinete de incubacién a 37° C. A continuaciédn,

proceder a su fijacidn y tincidn.
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Cuando la titulacidn se hace sobre células que crecen en
suspensidén o suspenciones celulares recién obtenidas de los
animales de experimentacidén, en el mismo tipe de placas se
anaden 10.000 células por pocicllo, suspendidas en 100 ul de
medio R5al base. A continuacién, anadir 100 ul de las
diluciones de factor 2 correspondientes de los sueros, incubar
las placas a 37° C en ambiente de CO, al 5 % en aire saturado
de humedad durante 2 horas, anadir el colorante de exclusidn
paa llevar a cabko el recuento celular y proceder a fijar vy

tefiir las placas.

ITI.N.5.d. Prueba de inhibicidén de la serotoxicidad
Determinadas las dosis serotdéxicas de cada suero y en cada
uno de los sistemas ensayados, elegir la dosis serotdxica 1000,
o minima dosis capaz de matar el 100 % de las células.
En microplacas de 96 pocillos limpias, enfrentar la dosis
serot6xica 100 frente a concentraciones crecientes de los

antigenos cuya capacidad de inhibicién de la serotoxicidad se

oL

guiere valorar. Incubar a 37° C en atmosfera de CO, al 5
saturada de humedad durante 2 horas para que los anticuerpos
presentes en el suero se fijen a las proteinas cuyo efecto
inhibitorio gqueremos valorar.

Transferir el contenido de los pocillos en el mismo orden
en que se encuentran a la placa que contiene las células diana.
A continuacidén, seguir el procedimiento descrito para 1la

titulacién de la serotoxicidad.
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ITI.N.5.e. Titulacidén de la citotoxicidad por el método de
Takasugi y Klein

El método de Takasugi v Klein (1970) permite valorar la

capacidad citotodxica de los linfocitos inmunizados "in vitro".

Se disponen placas de Terasaki sembradas a la razén de 500
células en 10 ul de sus medios de cultivo respectivos, 24 horas
antes, con las distintas lineas celulares seleccionadas como
células diana. Para confirmar la adherencia de las células,
observar las placas en contraste de fases. Decantar el medio y
lavar suavemente c¢on medic base. A continuacidn, afadir
diluciones de factor 2 de los linfocitos, preparadas en su
medio base suplementado con suero autélogo u homdélogo al 20-30
% y 2-mercaptoetancl 0,00005 M:

Las suspensiones celulares se preparan sobre una placa de
12 filas de 8 pocillos, 96 pocillos totales, reservando la
primera fila para linfocitos problema y 1la segunda para
linfocitos control. En el momento de comenzar las diluciones,
todos los pocillos deben contener 50 upl del medio elegido. En
el pirmer pocillo se depositan 50 ul de la suspensioén celular
con 10.000.000 linfocitos totales, tomdndose a continuacidén 50
¢l gue se van transfiriendo pocillo a pocillo para obtener
diluciones entre 1/2 y 1/128.

En el mismo orden, se transfieren 10 ul de las
suspensiones celulares a cada pocillo de las placas de Terasaki

que contienen las células diana lavadas. Se incuban las placas
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a 37° C en atmdsfera de CO, al 5 % en aire saturado de humedad,
durante 72 horas. transcurrido este tiempo, proceder a la
fijacion, tincidén y recuento de las células supervivientes.

Los procedimientos de fijacién y tincidén son similares
para las placas de serotoxicidad y las placas de citotoxicidad.
Se decanta el medio de cultivo y se secan las placas a 50° C
durnate 60 minutos. Se postfijan en metanol durante 30 minutos,
se tinen con solucidén Giemsa patrdén diluida al décimo en buffer
de Sorensen durante 20 minutos y se lavan con agua corriente
hasta que no suelte colorante. Se secan al aire y se realizan
los recuentos celulares.

Los estudios de citotoxicidad también pueden realizarse en
microplacas de 96 pocillos, similares a las que utilizamos para
la determinacidn de la serotoxicidad, siendo mayor el numero de
células necesario para este ensayo; la ventaja principal
consiste en la posible determinacidon de los efectos tanto por
recuento directo de las célula ssupervivientes en los 96
pocillos de las microplacas c¢omo por la valoracién
espectrofotométrica del colorante, realizandose de la siguiente
forma. Las placas fijadas se pueden tehir con solucién Giemsa
o con solucidn de negro de amida. Tras ser lavadas, se
solubiliza el colorante en metanol y se procede a la lectura de
la absorcidén espectrofotométrica a 620 nm en un equipo
Multiskan, que en las condiciones del estudio egquivale al

nimerc de células supervivientes.
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IT1I.N. VALORACIONES BIOQUIMICAS

III.N.1. VALORACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

El método de Lowry v cel (1951) se basa en la reaccidn de
las moléculas con dos o mas enlaces peptidicos con el biuret,
gue es una solucidn de sulfato cuprico en medio alcalino. La
presencia de reactivo fosfomolibdico-fosfotingstico reduce la
tirosina y el triptéfanco de los polipéptidos, originando una

reaccioén coloreada.

III.N.1.a. Scluciones empleadas

a.l. Solucién patrén de serocalbimina

Seroalbliminag bovina ....eeeerinianriaresssens 0,1 g

Agua bidestilada, C.S.P. i iiiierennnnnnnns 500 ml

Agitar suavemente sin formar espuma. No calentar porque se
desnaturalizarian las proteinas.

a.2. Solucidén alcalina

Na,CO, anhidro .....eciiiieinnerainneeananenns 2,0 g
Tartrato de sodio y potasio .....ocvunnenan.. 0,02 g
Solucién de NaOH 0,1 N, C.S.P: ceeereornnnons 100 ml

a.3. Solucidén NaOH 0,1 N

Agua bidestilada, C.S.P. +evevsnsrsnsacson 100 ml

a.4. Solucién de sulfato de cobre
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CUSO, *BH,0 vt ieeeteeessassassssseanseenens 0,5 g
5 una gota
Agua bidestilada, C.S.P. ceeecrrerrrrsaseans 100 ml

a.5. Solucién alcalina de cobre

Preparar en el momento.

Solucion alcaling ..o iin et iiteennnnneanenn 50,0 ml
Solucién de sulfato de cobre al 0,5 % ...... 1,0 ml
a.b. Solucidén de Folin diluida

Reactivo de Folin-Ciocalteau .......vvvnee.. 5,0 ml

Agua bidestilada, CeS.Peeeertiarttnnnnansnnnn 4,7 ml

ITII.N.1.b. Elaboracién de la curva patrdén

Se preparan alicuotas duplicadas entre 0,05 ml y 0,5 nl de
solucidn patrén de sercalbumina. Se completa a 0,6 ml con agua
bidestilada. También se preparan dos tubos "blancos" con 0,6 ml
de agua sin sercalbumina.

Se afade a cada tubo 3 ml de solucidén alcalina de cobre,
se mezcla y se deja reposar 10 minutos. Anadir luego 0,3 ml de
reactivod e Folin diluido, agitar y dejar en reposo una hora.

Se lee en el espectrofotdmetro la densidad optica (D.0O.)
a 750 nm.

La curva patrdén se representa poniende en el eje de las
ordenadas la D.0O. vy en el eje de las abscisas la concentracién
de serocalbumina. Una D.0O. de 0,220 corresponde a 40 ug de

seroalbumina.



176

Las proteinas solubles se disuelven en agua hata obtener
una concentracién entre 20 y 200 ug/mli. Las proteinas
insolubles se solubilizan con NaOH 1 N, ahadiendo agua
bidestilada hasta obtener una concentracidén de NaOH 0,5 N y una
concentracién de proteinas entre 20 y 200 ug/ ml.

La valoracién de proteinas a partir de muestras bicldgicas
se realiza previa homogeneizacidén del material, precipitacién
con &cido tricloroacético al 5 % en frio e hidrdélisis. Los
hidrolizados reciben el tratamiento indicado para las muestras

de la curva patrén.

ITI.N.2. DETERMINACIONES POR METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Los métodos espectrofotométricos de valoracidn son dtiles
si se dispone de muestras con sustancias puras, pero no cuando
el material es heterogéneo, al basarse en 1la absorcién
caracteristica de la luz monocromdtica de diferente longitud de
onda por cada especie molecular, que puede verse interferida

por material extranho.

III.N.2.a. Determinacién de proteinas, inmunoglobulinas y

nucleoproteinas

Para la espectrofotometria de proteinas e inmunoglobulinas
se tienen en cuenta los datos de Groves y col (1968) y de

Hudson y Hay (1978), y para las nucleoproteinas las de Busch y
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Mauritzen (1967).

Las soluciones que contienen proteinas purificadas se
valoran midiendo el coeficiente de extincidn a 215 y 225 nm y
aplicando la fdérmula:

fE.,cnm — Eooerm) X 144 = ug de proteinas/ml

En el caso de inmunoglobulinas de ratén purificadas,
E..s/E..; se encuentra entre 2,4 y 2,7. a 280 nm de longitud de
conda, una unidad de densidad 6ptica (U.D.0O.) corresponde a 0,69
Mg/ml:

1 U.D.Ouspome = 690 ug/ml de inmunoglobulinas.

La cantidad de nuclegproteinas se calcula por Su absorcidn
a 260 y 280 nm, de acuerdo con la siguiente férmula:

(1,45 Eooorw — 0,74 E,one) X 1.000 = ug/ml de nucleopro-

teinas.
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IV RESULTADOS

El sistema experimental wutilizade en este trabajo
consistid, primero, en observar el efecto de 1los sueros
sanguineos de mujeres con carcinoma de mama sobre células MMT,
linea establecida "in vitro" de carcinoma mamario de ratona
procedente del cruce F1(C57Bl x A.).

Los efectos observados, que relacionaban ciertos aspectos
de dos sistemas heterdlogos, nos llevaron a la segunda parte,
gue fue estudiar las reacciones humorales y celulares entre los
carcinomas mamarios humano y murino.

Los resultados obtenidos se relatan en esta seccidn.

IV.A. EFECTO DEL SUERC SANGUINEO DE MUJERES SANAS Y CON

CARCINOMA MAMARIC C SOBRE LAS CELULAS MMT

IV.A.1. SUEROS TOXICOS Y NO TOXICOS

Cuando se observo el efecto del suero sanguineo de mujeres
sanas y de pacientes con carcinoma mamario, afadiéndolo como
suplemento al medio de crecimiento de las células de la linea
MMT "in vitro", se encontrdé lo siguiente:

a) El suero sanguineo del 57,9 % (11/19) de las pacientes

mostrd efectos téxicos marcados sobre las células MMT,

manifestados por degeneracién y muerte celular (figura 8).
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Efecto del suerc tdxico de enfermas con cdncer de mamns,
SHu CaMa(+), sobre las células MMT. La células degeneran
retraydndose dejando un eapacio vesicular vacfo de
cltoplasma debajo de la membrana. Todas las células mueren.

Células MMT que crecen en presencia de suero humano de mujeres
sanas. [a morfologia de las células es completamente normal.
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b) Sin embargo, el suero de enfermas con cancer de mama no
provocd alteraciones sobre las células no cancerosas de embridn
de ratdn que se utilizaron como control.

¢c) El 88,9 % (16/18) de los sueros de mujeres sanas no

produjo efectos daninos sobre las células MMT (figura 9). No

obstante, el 11,1 % (2/18) presentd efectos tdédxicos sobre las
células MMT, los cuales dejaron de producirse cuando los
ensayos se realizaron sobre células MMT mantenidas con % % de
suero de ternera y 5 % de suero humano homdlogo.

ch) En ningin caso se registraron alteraciones provocadas
por el suero de mujeres sanas sobre las células normales de
embrién de ratdén gque se utilizaron como control.

d) El sueroc de embarazadas no manifests efectos toéxicos
sobre células normales ni sobre ceélulas cancerosas MMT.

El conjunto de estas observaciones se recogen en la figura

IV.A.2. OBSERVACIONES MORFODINAMICAS DE LA DEGENERACION CELULAR

Hemos podido observar detenidamente los fendmenos

descritos por medio de cinefotomicrografia de intevalos en

contraste de fases (figuras 11, 12 y 13),.

Los sueros mds activos producen la degeneracién del 100 %
de las células en menos de 20 minutos.
Los movimientos ondulantes de las membranas citopldsmicas

cesan tan pronto como el suero se pone en contacto con las
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q"@/v Efectos t6xicos

9 L/a// SHu CaMa (+
g1 A=
Céluias MMT -
o ) , L
1) Sin efectos 1oxicos
4 SHu CaMa
Suero sanguineo /
de mujeres con
cancer mamario ™\
\ Cétuias normales
(control)

/ Células MMT \
/

.
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4 Células normaies
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\ ningln efecto

{6xico

Suerc sanguinea de.”
mujeres sanas N

Céluias MMT -

Suera de mujeres
emborazadas

Células normales

Figura i0

EFECTO DE LOS SUEROS SANGUINEOS DE MUJERES CON CANCER DE MAMA
Y MUJERES SANAS EMBARAZADAS Y NO EMBARAZADAS SOBRE LAS GELULAS
CANCEROSAS MMT Y CELULAS NORMALES DE EMBRION-DE RATON
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Figura 11
Antes de la adicidn

del suero.

Filgura 12
A los 12 minutos

Figura 13
A los 20 minutos

Secuencia de la degeneracidn de las cdlulas MMT en

crecimiento

logaritmico tratadas con SHu CaMai+)
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células. Las células se separan parcialmente de la superficie
a la que estan adheridas, se ponen refringentes, aumentan
moderadamente de volumen y mueren practicamente todas al mismo
tiempo. Las células muertas pierden 1la refringencia. La
membrana plasmatica gueda separada del nucleo, organulos y
componentes estructurales citopldsmicos por la retraccién de
todos ellos, dejando un espacio vesicular estructuralmente
vacio.

Todos 1los sueros toxicos producen el mismo tipo de
degeneracion, pero no todos exhiben la misma intensidad de

acclon.

IV.A.3. REACCION DE INMUNOFLUORESCENCIA ENTRE CELULAS MMT E

INMUNOSUERC CONTRA INMUNOGLOBULINAS HUMANAS

Teniendo en cuenta los datos de la literatura cientifica,
al preguntarnos sobre la causa de la actividad toxica de los
SHu CaMa(+) se pensé gue pudiera tener relacidén con la
presencia de anticuerpos citotdxicos en el suero de 1las
enfermas.

Preparamos eritrocitos de cobaya recubiertos de
inmunoglobulinas de conejo contra suero humano y estudiamos la
absorcidén de los mismos sobre células MMT expuestas durante 15
minutos, sin dar tiempo a que los sueros toéxicos produzcan la

degeneracidn con los resultados que pueden verse en las figquras

14 v 15.



184

Figura 14
Hemadsorcidn entre eritrocitos de cobaya recubiertos con
immunoglobul inas de conejo contra suero humanc y las células
MMT expuestas a SHu CaMa(+)

Filgura 15
Hemadsorcidn entre eritrocitos tratados de igual manera que
en el caso de la figura anterior y células MMT expuestas a
-],

El miamo resultado se obtiens con susro de
miLjeres sanas.

SHu CaMa(
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Para confirmar estas observaciones se utilizé el nétodo de

la inmunofluorescencia.

Para ello, las células MMT se fijaron con acetona, se
incubaron con los distintos sueros sanguineos y a continuacién
se lavaron para eliminar el material no fijado.

Se encontrd gue las células MMT mostraban una intensa
fluorescencia cuando habian sido expuestas al suero sanguineo
de mujeres con carcinoma de mama; dicha fluorescencia a se
observé, tanto en el citoplasma como en la membrana, por
fijacién a los antigenos celulares del antisuero contra

inmunoglobulinas humanas conjugado con fluoresceina (figura

6).

Este efecto 10 presentarcn el 68,4 % (13/19) de los sueros

de las enfermas que se ensayaron, gorrespondiendo a todgs los
sueros gue mostraban efectos citotéxicos (11/11), SHu CaMa(+)
y al 25 % (2/8) de las pacientes SHu CaMa(-). Por lo que
respecto a los sueros de las mujeres sanas que sirvieron como
control, solamente el 4 % (1/25 dio inmunofluorescencia
positiva.

La absorcién del SHu CaMa(+) con células MMT, suspendiendo
1 x 10° células vivas enteras por ml del medio suplementado con
10 % de suero problema, seguida de separacién de las células
por suave centrifugacién a 100 x G durante 5 minutos eliminaba
las propiedades citotdxicas.

Igualmente, el SHu CaMa(+) absorbido con células MMT,

convertia en negativa la inmunofluorescencia (figura 17 y 17 bis).
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Figura 18

Resultado de la inmunofluorescencia realizada sobre células
MMT expuestas a SHu(+). La reaccidn es positiva a nivel de la
membrana y el citoplasma. Aumento 200x.
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11/11 (100%) de los sueros citotdxicos
Células MMT CaMa {+): inmunoflucrescencia positiva;

+

Suero de enfermas
+

Ac. Anti-lg humanas
conjugadas con
fluoresceina 2/8 (25%) de los sueros no citotdxicos
CaMa () inmunofluorescencia positiva

Céalulas MMT
+

Suerc de mujeres sanas

-+
Ac. AntiHlg humanas
conjugadas con
fluoresceina

.

inmunofluorescencia negativa

Célulos normales controf
+

Suero de enfermas

+

Ac. Anti-lg humanas
conjugaddas con
fluoresceina

Figura 17

EFECTO DE LOS SUEROS SANGUINEOS DE MUJERES CON CANCER DE MAMA Y MUJERES
SANAS SOBRE LAS CELULAS MMT EN LAS REACCIONES DE INMUNOFLUORESCENCIA



187

/ absorcidn con céluias MMT

desgparicion de
la toxicidad

/ desaparicién de Ig
inmunofluorescencia

SHu CaMa (+) ———» absorcidon con membranas
aisladas de MMT
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-

absorcion con MMTV

S

T disminucion de la
inmunoflucrescencia

Figura 17bis

EFECTO DE LA ABSORCION DEL SHu CaMa (+) CON CELULAS MMT, MEMBRANAS PURIFICADAS
DE LAS MISMAS Y MMTV
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Estudiamos entonces la capacidad de las membranas de las
células de adenocarcinoma mamario murino y de células normales
de embridén de ratdn para inhibir la serotoxicidad, con los
resultados gue pueden verse enla figura 18 y la tabla VI.

Por lo tanto, cabe hablar de:

a) sueros humanos de pacientes con carcinoma mamario con
accién toxica sobre las células MMT de carcinoma mamario
murino, o SHu CaMa(+), Yy

D) sueros humanos de pacientes con carcinoma mamario sin
accidén toéxica sobre las células MMT de carcinoma mamario murino
o SHu CaMa(-).

Demostrado por:

a) Serotoxicidad del SHu CaMa(+), sobre células MMT vivas.

b) Reaccidn de inmunofluorescencia positiva en las células
fijadas, incubadas con SHu CaMa(+) y tratadas con anticuerpos
anti-Ig humanas conjugados con fluoresceina.

c) La absorcidén del SHu CaMa(+) con células de carcinoma
mamario de la linea MMT o de tumores mamarios de la cepa C3H,
0 con membranas purificadas de las mismas, elimina los efectos
toéxicos.

ch) El1 efecto toxico no desaparece absorbiendo con
membranas de células normales.

d) La absorcién del SHu CaMa(+) con células MMT produce
una inmunofluorescencia negativa.

En los casos ¢ Yy d era evidente que el cambio se debia a

la eliminacién por absorcién de 1los anticuerpos con los
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Figura 18

INHIBICION DE LA SEROTOXICIDAD DE LA PACIENTE EC SOBRE CELULAS DE
ADENOCARCINOMA MAMARIO MURINO CH3/He TRAS LA ABSORCION DEL SUERC
CON MEMBRANAS PURIFICADAS
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Proteinas utilizadas para absorber DI;; en ugxml*

Menmbranas purificadas:

- de células normales de ratén 265
- de células de cdncer mamario murino C3H/He 4
- de células de cancer mamario murine MMT 22
Virus del tumor mamario murino (MMTV) 600

* Dosis inhibitoria 50 o concentracisn necesaria de proteinas para proteger del efecto toxico al 50% de
las células, en este caso células MMT

Tabla VI

Inhibicién de la serotoxicidad del SHu CaMa (+) de la misma paciente de la fiqura 18, sobre céiulas MMT
tras la absorcién del suero con membramas purificadas de células cancerosas y con MMIV.
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antigenos celulares correspondientes.

Estos datos se resumen en la fiqura 19.

IV.B. EFECTO DE LAS INMUNOGLOBULINAS DE SHu CaMa(+) SOBRE LAS

CELULAS MMT

Al observar los fendmenog resefiados para los sueros
enteros, verosimilmente atribuibles a anticuerpos, quisimos
comprobar la actividad de los las inmunoglobulinas puras gue
contienen los anticuerpos puros presentes en el SHu CaMa{+)
frente a las células MMT.

Nos encontramos con que aunque el suero sanguineo total,
SHu CaMa{+), era toxico para las células cancerosas MMT, las
inmunoglobulinas aisladas de las SHu CaMa(+) no eran toéxicas.

En efecto, cuando se aislaron inmunoglobulinas de los SHu
CaMa(+) y se anadieron al medio de cultivo de las células MMT
en una cantidad equivalente a la gque se encuentra en el volumen

de suero que se ahade a los cultivos (10 % del medio de

crecimiento), se registraron cambios de la morfologia celular
y liberacién de fragmentos zeidticos. No obstante, las células

MMT no degeneraban ni morian y acababan recuperandose,
evolucionando a continuacién como un cultivo normal.

Ante este efecto de las inmunoglobulinas séricas quisimos
ver el efecto que producia la fraccién de las inmunoglobulinas
que se fijaban a los antigenos correspondientes de la membrana

de las células MMT. Para ello intentamos recuperar las
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— « SHu CaMa (+) FLUOR (&

MMT T/ Q100%)
+ « FLUOR (#) 13/19 (68.4%) FLUCR (-
* : 4 suu CaMa O
Ac anti-lg Hu A i
CONJUGADAS CON FLUOR () 6/19 (31.6%) g FLUOR (#)

FLUORESCEINA 2/8 (25%)

S . NO GESTANTES: FLUGR (+)
MIMT I 4 1/18 (5.5%)

+ FLUOR (+) 1/25 (4%) -
SHU SANAS ¥ ) 125
Ac arfilg Hu A GESTANTES FLUOR ()
CONJUSADAS CON A FLUOR () 24/25 (86%) 07

FLUORESCEINA

CELULAS NORMALES

pd 1
SHU CaMa / FLUCR () /19

+
Ac artHlg Hu )
CONJUGADAS CCN @ FLUOR (2 19/19 (100%)
FLUORESCEINA

MMT= Células de la linea MM, de adenocarcinoma mamana muino

SHu CaMa= suero de enfermas con cdncer de mama

SHu CaMa (+)= suero de enfermas con cdncer de mama gue hene efecto toxico sobre Ias
cétulas MMT (ver figura 11)

SHu CaMo (9= suero de enfermnas con cancer de Mama que No rmuestra efecto toxico sobre los
células MMT (ver figura 11)

SHu= suero humano

Ac= anticuerpos

I% Hu= inmunogiobulinas hurmanas

FLUOTR (+)= reaccidon de inmunoflucresceina positiva

FLUOR ()= reaccion de inmunofivoresceina negativa

Las células nomiales utilizadas son célukas embrionarias de raton.
En las contidades con barrq, lo primera parte corresponde a kas mujeres que presentaron el efecto

correspondiente indicado vy ka segunda parte al nUmero de muijeres estudiadas en cada caso. Entre
paréntesis se pone el corespeondiente porceniaje de respuesta,

Figura 19

EFECTO DE LOS SUEROS SANGUINEQS DE MUJERES SANAS Y CON CARCINOMA DUCTAL
INFILTRANTE DE MAMA SOBRE CELULAS MMT EN LAS REACCIONES DE INMUNOFLUCRESCENCIA
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inmunoglobulinas de la membrana de las células MMT por el
metodo de Ran y Witz. En la figqura 20 se observa el resultado
de la inmunodifusidn cualitativa.

En esta etapa se nos presentaron serias dificultades, que
solucionamos como se indica en el siguiente apartado.

En efecto, cuando se aplicaba el métode generalmente
utilizado en la literatura para elidir las inmunoglobulinas
asociadas a membrana en buffer isoténico a pH &cido a
suspensiones de células vivas se producia una rdpida muerte
celular.

Esto supone una limitacidén porque, por una parte, las
inmunoglobulinas elididas se mezclan con enzimas proteocliticas
liberadas por las células muertas, gque pueden producir
importantes modificaciones en su actividad y, por otra parte,
es de interés poder disponer de poblaciones vivas de células
tumorales humanas en las gue se hayan eluido inmunoglobulinas
asociadas a su superficie para poder estudiar el comportamiento
de las células sometidas a la elucidén, como, por ejemplo, las
posibles reacciones de las inmunogleobulinas elididas de otros
sistemas.

Tras diversos ensayos para intentar separar las
inmunoglobulinas fijadas por los antigenos celulares
conservando la maxima viabilidad celular, llegamos a uho
valedero.

La figura 21 y la tabla VII recogen 1los resultados

obtenidos tras estudiar el efecto de las modificaciones de 1la
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Fioupa 20

Inmmaodifusion cualitativa de proteinas eluidas de membranas

(-
1=

2.
o

A
4

5__

v fde vesiculas zeiaticas.

Antisuero de conejo contra inmmoglobulinas humanas G, A v M

Suero humano control diluido 1/20.

Proteinas eluidas de célulasz MMI tratadas con stero humano toxico
utilizande buffer de glicina v sacarosa .49 M.

Proteinas eluidas de células MMT tratadas con susro humano.

Suera humanc contreol diluide 1/7720.

MMT tratadas con sbepo humano toxicon ntilizando buffer de glicina v
gacarosa 0,27 M.

Proteinas eluidas de c&lula MMT tratadas con suero uomanoe toxico
nutilizando buffer de glicinag y sacarosa 0,57 M.
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G 100 200 300 40 500
CONCENTRACION DE SACAROSA EN mg/mi

Figura 21

VIABILDAD DE LAS CELULAS MMT EN BUFFER DE GLICINA-HCI EN FUNCION DE
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE SACAROSA
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ng/nl 82,5 176 300 510
wolaridad 0,27 5,51 0,88 1,4
Viabilidad 0 1 2 7
% 100 en 0 0 20 7
diversos 0 3 22 70
ensayos 0 0,5 - 66

ANALISIS ESTADISTICO
¥ i 1,12 2l 7
i 0 1 1 1,6
Tabla VII

Viahilidad de las céluias YMT a los 9 minutos de tratamiento con buffer dcido
de glicina-HCl y concentracicnes variables de sacarosa
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tonicidad del buffer 4dcido utilizando concentraciones
crecientes de sacarosa, para poder disponer de un procedimiento
gue permita elidir las inmunoglobulinas asociadas a membrana
compatible con la mayor viabilidad celular posible.

Los resultados del estudic de 1la mortalidad celular
producida en el tiempo con tratamientos a pH 2,4 con distintas
concentraciones de sacarosa pueden verse en la figura 22 y en
las tablas VIII, IX. Asi mismo, el estudioc de la viabilidad a
largo plazo de las células sometidas a tratamiento dcido en
medio hipertdnico de sacarosa 1,49 M, comparandoc su curva de
crecimiento con 1la de las células sin tratar, puede verse
reflejado en la figura 23.

El procedimiento detallado para el aislamiento de
inmunoglobulinas humanas fijadas a las membranas de las células
MMT v el tratamiento dcido en buffer de glicina-HCl a pH 2,4 en
sacarosa hipertdnica 1,49 M se describe en el capitulo de

"Material y Métodos".

Las inmunoglobulinas fijadas a Jlos antigenos de la
superficie _de la membrana celular de las células MMT tras su

exposicidn a las SHu CaMa(+), aisladas de la misma y ensayados
sobre cultivos de células MMT, tuvieron el mismo efecto que las

inmunoglobulinas séricas, o sea, produjeron canmbios
morfolégicos iniciales, fendmenos zeidticos y recuperacidn
final de la colonia (figura 24).

Se hicieron algunos experimentos complementarios.

Cuando las células MMT que sufren los efectos 2zeiéticos
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Figura 22

VIABILIDAD DE iLAS CELULAS MMT EN BUFFER DE GLICINA ¥ SACAROSA 027 MY 1,49 M EN
FUNCION DEL TIEMPO
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Tiempo de accidn del buffer Porcentaie de viabilidad"
en minutos

1 65 - 3,2

2 85,25 £ 4,7

3 72,79 £ 6,3

4 31,51 5,0

5 6,52 0,5

b 0

*Resultados de cuatro ensayos
A los cuatro minutos ya solamente el 31,5% de las células estan vivas y a los 6 pinutos todas
han muerto.

Tabla VIII

Viabilidad de las célutas MMT con buffer acide de glicima-HC) y sacarosa 0,27 M en funclon del
tienpo.

Tienpo de accién del buffer Porcentaje de viabilidad*
en einutos ]

7 90 £ 2

9 721 3,6
11 M+ 6,2
13 63 + 8

15 6 17,2
20 221 6,5
30 52,2

¥
Resultado de mueve ensayos

i los 7 mimutes 21 90% de las células permanecen vivas y a los 15 minutos el 69%

Tabla I¥

Viabilidad de las células MMT con buffer acido de glicina-HC1 sacarosa 1,39 M en funcién del
tiempo
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Control: curva de crecimiertc de Ias céluias MMT sembradas sin tratamiento previo.

TA. curva de crecimiento de ks célukis MMT sembradas después del tratamiente con buffer
glicina-sacarosa 1,49 M, durante 10 minutos.

Figura 23

CURVA DF CRECIMIENTO DE LAS CELULAS MMT Y EFECTO DEL TRATAMIENTG CON
BUFFER ACIDC DE GUCINA-HCI ¥ SACAROSA 1.49 M DURANTE 16 MINUTOS
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Figura 24

EFECTO DE LAS INMUNOGLOBULINAS (Ig) OBTENIDAS DE LOS SUEROS SANGUINEOS
Y DE LAS AISLADAS DE CELULAS MMT PREVIAMENTE TRATADAS CON SHu CaMa (+)
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seguidos de recuperacidn se regeneran, el tratamiento inmediato
con SHu CaMa(+) no manifiesta efectos toéxicos vy el tratamiento
inmediato con inmunoglobulinas no produce zeiosis.

Cuando las células recuperadas tras la zeiosis se dejan
evolucionar ¢ se subcultivan, el efecto téxico del SHu CaMa(+)
y el efecto zeidtico de las inmunoglobulinas se reproduce.
(figura 25).

Verosimilmente, tras la elisidn a pH acido hay una pérdida
tumoral de antigenos con los fragmentos zeioticos, que vuelven
a producirse pocas horas después en las células que se cultivan

en las condiciones estandar.

Jv.C. SUEROS DE MUJERES CON CANCER DE MAMA CON EFECTO DE

DIFERENCTACION GLANDULAR MAMARIA

IV.C.1. OBSERVACICON DEL EFECTO DE DIFERENCIACION CELULAR

Los SHu CaMa(-) manifestaron efectos muy peculiares.

Cuando las células MMT se cultivaron con medio
suplementado con SHu CaMa(-) se produjeron en pocos dias, en el
75 % (6/8) de los casos, cambios morfoldgicos compatibles con
diferenciacién celular, ya dque las células se agregaron
formando acumulos de aspecto glandular.

Analizando otros tipos de sueros observamos gue, al igual
que los SHu CaMa(-), la totalidad de los sueros sanguineos de

mujeres embarazadas (7/7)) producian los efectos descritos pero
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I|g de SHu CaMa (+) + MMT —— zelosis ——— recuperccién

P accién precoz ——— (-)

+ SHu CaMa (+}\
.

~

.

.
/ A gccién fardic ——— toxicidad
MMT post-zeidticas
acclén precoz —» (-)

+ Ig de SHu CaMa (+)

accién tardid ——-—— zeiosis

Figura 25

Efecto del SHu CaMa (+) y de las ig de SHu CaMa (+) scbre las células MMT
post-zeldlicas
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con mayor intensidad.

i\

El 22 % (4/18) de los sueros sanguineos de mujeres sanas
no embarazadas mostraron efectos de diferenciacién celular.

Los sueros de mujeres sanas y los SHu CaMa(+) y SHu
CaMa(—-) no produjeron modificaciones en las células de embridn
de ratdn utilizadas como control.

En suma, a partir de los datos de esta primera parte de
nuestra investigacidén se podian distinguir las propiedades
resumidas en la figqura 26,

A} Sueros sanguineos de enfermas con carcinoma mamario:

a) SHu CaMa(+), el efecto de diferenciacién celular no es
valorable con suero sin inactivar, dado gue mata a las células
en un tiempo menor del necesario para que se manifieste una
posible diferenciacidn.

El posible efecto diferenciador se valord realizando el
ensayo con los sueros inactivados que produjeron diferenciacion
en el 27,3 % (3/11).

b) SHu CaMa(-), con efecto de diferenciacidén celular en el
75 % (6/8) cuando se utiliza medio con los sueros sin
inactivar, disminuyendo moderadamente a 62,5 % (5/8) usando
los sueros inactivados.

B) Sueros sanguineos controles:

a) SHu de mujeres sanas no embarazadas con efecto de
diferenciacion en el 22 % de los casos (4/18)

b) SH muijeres, sanas embarazadas 100 % con efecto de

diferenciacién intenso en el 100 % de 1los casos (7/7),
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Fiqura 24

Manifestaciones de diferenciacion glandular mamaria de los distintos tipos
da suaros sanquinaes utilizadoes
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disminuyendo discretamente a 85,7 % (6/7) al inactivar los
sueros.
Los resultados mencionados se recogen en la figura 26.
Al observar la existencia de un efecto de diferenciacidn

glandular de los_sueros sangulineos humanos de pacientes con

carcinoma mamario sobre células indiferenciadas de

adenocarcinoma mamario mnurinc MMT establecidas "in vitro"

procuramos estudiar algunas de sus caracteristicas.

IV.C.2. CARACTERIZACION DE 1.OS FACTORES RESPONSABLES DEL EFECTO

DIFERENCIADOR

Con objeto de caracterizar a los productos responsables
del efecto diferenciador, se procedid a determinar su peso
molecular aproximado empleando membranas de filtracidn de
distinto diametro de poro, comparando el efecto de 1los
productos de SHu CaMa(+) y SHu CaMa(-).

Mediante membranas "Amicon Centriflo" que retienen a las
moléculas cuyo peso molecular es mayor de 25.000 Da y dejan
pasar las gue tienen menos de 25.000 Da, y otras que detienen
a las mayores de 50.000 Da y dejan pasar a las de un peso
molecular inferior, se consiguieron varias fracciones séricas
gue se concentraron por el sistema de los microconcentradores
Minicon A50 y A25 de Amicon, las cuales se ahadieron al medio

de crecimiento de los cultivos de células MMT.

Se observé que el o los_ factores que provocaban la
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diferenciacidén glandular se encontraban en la fraccidn con
moleculas mayores de 50.000 Da. Tos andlisis demostraron gue se
trataba de proteinas (figura 27).

IV.C.3. DESARROLLO DEL FENOMENO

El proceso se desarrollé de la forma descrita a
continuacién.

En la figura 23 se puede ver la curva de crecimiento de
las células MMT nativas en medio de crecimiento suplementado
con 10 % de suero de ternera. Las células que se deposgitan en
el frasco comienzan a fijarse a su superficie a las pocas horas
y comienzan a dividirse. A las 24 horas aparecen todas
adheridas y dispersas.

La tasa de reproduccidn celular es elevada, aumentando a
partir de las 48 horas de cultivo. Al cuarto dia, la poblacién
preconfluente puede verse en la figqura 28. Conservan un
crecimiento logaritmico aproximadamente hasta el quinto dia de
cultivo, en gue la monocapa se encuentra en fase confluente.

Posteriormente las células se aprietan y disminuyen su
tasa de reproduccidn. Si se dejan evolucionar, las células
tienden a desprenderse a partir del séptimo dia de cultivo.

En condiciones de mantenimiento éptimc conviene hacer el
subcultivo de las células al cuarto dia, cuando se encuentran
en pleno crecimiento exponencial.

Cuando las células MMT se suplementan con los sueros
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FRACCIONES EFECTO PROTEINAS
o/8 I5%» FDGH (+)
MEMB 50 PM > 50 kDa =2
5
8 S5 FOGH ()
CaMa () PM 2550 k
Da \R 7.
MEMB 25 ___»TEM O
PM < 25 kDa —
PM -~ k 3 \'T.Z“A.‘.r__ *
MEMB 50 S0kDa \ FOGH (+)
CaMa (+) PM 2550 kDa —; FDGM (5
MEMB 25 e
PM < 25 kDa
SHu
| PM > 50kDa —<ZLU0® o tnen (4
AN MEMB 50
A /
\ \ de embarazadas PM 2550 kDa
\ \ FDGM ()
MEMB 25
\ PM < 25 kDa ———
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! 78%)
\ PM > 50kDG — 12 2 EDGM (+)
T
/MEMB 50 4/?8\(5‘&? FDGM (7)
\de mujeres sanas
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\ TR e O
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PM < 25 kDa

* Este resultado se obtiene cuando los ensayos se hacen en ausencia
de actividad de complemento por inactivacién a 562 C, 30 min,

SHu=suero sanguineo humano

Figura 27

FRACCIONES DE DISTINTOS PESOS MOLECULARES Y PRESENCIA DEL
FACTOR DE DIFERENCIACION GLANDULAR MAMARIA (FDGM)
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Figura 28

Células MMT. Control morfoldgico a los 4 dias de la siembra,
tefiidas con hematoxilina-eosina. Aumento S900x.
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sanguineos humanos gque tienen efecto diferenciador, segun se
menciond, se observa la produccidén en puntos dispersos de
agrupamientos celulares que crecen volumétricamente en distinto
grado, por superposiciodn de células en varias capas. Entre los
grupos se aprecian células aplanadas en forma de monocapa
adheridas a la superficie del frasco de cultivo, como en los
cultivos control.

En las figuras 29, 3¢ v 31 se ve el aspecto a los 5 djias,
equivalente a la fase preconfluente de los cultivos control, de
las células que han proliferado de forma organizada en las
condiciones que se explican al pie de 1las figuras. Los
agrupamientos celulares mayores adoptan la forma de casguetes
esféricos, los cuales aumentan en numero y volumen a los 6 dias
del cultivo. A partir de sexto dia, algunos agrupanientos

comienzan a desprenderse por razones mecdnicas.

IV.C.4. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE PROLIFERACION Y

DIFERENCTACION

La realizacidén de cultivos a distintas temperaturas mostroé
los siguientes hechos:

a) Cuando el cultivo de células MMT con sueros due
presentan efecto diferenciador se realiza a 32° C, el
crecimiento de la poblacidn es mas lento pero aumenta alrededor
de 10 veces el numerco de agregados pseudoglandulares dque se

producen, en_relacidén al cultivec a 37° C (fiquras 29, 30 y 31).




Aumento 10x

Figura 30

Agregados landulares de células MMT de cultive
suplementade con el mismo suero gue en la figura 29 mantenido
a 32° C. A las 120 horas. Aumento 10x.
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Figura 31

Aproximacidn al borde de un agregado seudoglandular a mayor
aumento. Tincidn hematoxilina-eosina. Aumento 200x.
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b} Si el cultivo de 1los agregados pseudoglandulares
formados a 32° C se continta a 37° C, todos los agregados
persisten, creciendo a mayor velocidad.

c) Si el medio de crecimiento basal es suplementado con
suero inductor de agregados pseudoglandulares previamente
incubado a 56° C durante 30 minutos, para inactivar a las
moléculas termosensibles, el crecimiento celular y el efecto
diferenciador se producen practicamente de la misma manera que
cuando se emplea el suero nativo.

Se analizaron 15 sueros antes vy después de la
inactivacién. Antes de la inactivacidén manifestarén efecto
diferenciador 13 de los 15 (86,6 %), conservando el efecto
después de la inactivacidén 11 de 15 (73,3 %).

Se trata por lo tanto de factores termoestables (figura 32).

IV.C.5. NECESIDAD DE LA PRESENCIA DEL FACTOR DE DIFERERCIACION

PARA LA MANTIFESTACION Y CONSERVACION DEL FENOMENO

Los agrupamientos celulares se recogieron centrifugando a
100 x G durante 5 minutos y su estudio histolégico mostré una
estructura de células bien adosadas entre si de manera

ordenada, con aspecto pseudoglandular (figuras 33 y 34). Como

se dijo, las tinciones histoquimicas con Sudén III revelaron
gue 1las células contenian gran cantidad de material graso

(figura 35).

Ccuando 1los grupos pseudoglandulares recogidos por
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA FORMACION DE AGREGADOS DE DIFERENCIACION
PSEUDOGLANDULAR MAMARIA
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Figura 35

Determinacidn histoguimica de grasa en los
seudoglandulares de células MMT aislados tefiidos con Suddn
IIl. Aumento 125x.
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centrifugacidén son desperdigados con tripsina y se cultiva en
medio de crecimiento basal, suplementado con 10 % de suero de
ternera, crecen en forma similar a las células MMT control,
formando una capa confluente a los 6 dias de cultivo.

0O sea, que la diferenciacidén celular manifestada por 1la
formacion de agrupados pseudoglandulares desaparece en ausencia
de los factores de diferenciacién de los sueros humanos.

Si el medio de crecimiento basal se suplementa con suero
con efecto diferenciador o© con la fraccidn que contiene las
moléculas con peso molecular superior a 50.000 Da, se vuelven
a producir las formaciones pseudoglandulares.

En las mismas condiciones experimentales, en los frascos
sembrados con c¢élulas dispersas procedentes de agregados
seudoglandulares aumentan también significativamente (unas 8
veces) el numero de agregados inducidos por un mismo suero
respecto al inducido en las células MMT originales.

En suma, que el efecto diferenciador es inducido por los

ac es de iferenciacién glandular mamaria (FDGM) (figura
36).
Tiene cardcter termoestable, independiente del complemento, y
necesita  estar presente para gque 1la diferenciacién se

manifieste y conserve. El fendmeno de la diferenciacién celular
desaparece en ausencia de los factores de diferenciacién y 1la
capacidad de respuesta (expresién de posibles receptores del
FDGM) es mayor en las células MMT de 1las formaciones

seudoglandulares.
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Figura 36

NECESIDAD DE LA PRESENCIA DE FDGM PARA LA MANIFESTACION Y CONSERVACION DE LA

DIFERENCIACION CELULAR
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En la figura 36 bis se recogen en conjunto los efectos de
los distintos suplementos utilizados sobre las células
cancerosas MMT y sobre las células normales de embrién de ratdn

utilizadas como control.

IV.CH. REACCIONES HUMORALES Y <CELULARES CRUZADAS ENTRE LOS

CARCINOMAS MAMARIOS HUMANO Y MURINO

En esta parte del trabajo estudiamos las reacciones
inmunoldégicas del suero sanguinec de enfermas con carcinoma
mamario frente a células MMT, linea establecida a partir de un
carcinoma mamario murino. El efecto producido lo comparamos con
el observado frente a células normales. El contrel como células
normales se realiza con células embrionarias de embrién de
ratén.

Observamos que las _células cancerosas humanas vy las

células MMT murinas muestran reacciones cruzadas entre 1los

antigenos viroinformados y los viro-inducidos de las células
cancerosas murinas, y los antigenos homdlogos que son expresiodn
de genes celulares de las células cancerosas humanas.

El desarrollo de la siguiente serie de experimentos hacia
necesario reconocer el caracter canceroso de las células
utilizadas en las incculaciones e inmunizaciones, y analizar de

los efectos de los linfocitos de los animales inoculados.
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IV.CH.1. PRUEBAS DE TUMORIGENICIDAD

Para el reconocimiento del cardcter canceroso se hicieron
pruebas de tumorigenicidad de las cé€lulas de la linea MMT.

Cuando se inocularon 100.000 células MMT a ratones Swiss
recién nacidos, se desarrollaron tumores en todos los animales,
gue evolucionaron hasta la muerte en pocas semanas {(figura 37).

Cuando el mismo numero de células MMT se inoculd a ratones
adultos Jjovenes, de tres o cuatro meses de edad, el 15 % no
desarrolld tumores y el 85 % los desarrclldé inicialmente, pero
posteriormente involucionaron y fueron rechazados gracias a una

respuesta inmuneclogica.

IV.CH.2. INTER-RELACIONES ENTRE SUEROS SANGUINEOS Y LINFOCITOS

HUMANOS Y MURINOS

Para el estudio del efecto de los linfocitos humanos y de
ratén buscamos primeramente las mejores condiciones de su

alslamiento.

IV.CH.2.a. Cultivo de células linfoides. Obtencion linfocitos

circulantes humanos y de ratén

Las células linfoides cultivadas en medios definidos
suplementados con sueros autdlogos, homélogos o heterdlogos y

en ausencia de mitdgenos y factores de crecimiento, poseen una
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Figura 37

Ratones con tumores producidos por la inoculacidn de células
MMT.
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capacidad proliferativa muy baja, con un crecimiento minimo y
una gran tendencia a disminuir el numero de células en pocos
dias. En la figura 38 puede verse la evolucidén de 1linfocitos
esplénicos de ratén y linfocitos humanos de sangre periférica
cultivados en medio de crecimiento definido suplementado con 10
% de suero bovino fetal.

Esta capacidad proliferativa puede estimularse
suplementando los medios con mitdégenos o factores de
crecimiento especificos. Asi, en la figura 39 puede observarse
la evolucién de linfocitos aislados de sangre periférica humana
cultivados con y sin fitohemaglutinina (PHA).

En la figura 40, puede verse el aspecto morfoldgico que
presentan las células linfoides mantenidas en medio de cultivo.
Debido a la escasa tendencia que tienen a adherirse a la pared
del frasco de cultivo, guedan en suspension.

Las células 1libres pueden presentar una morfologia
variada, observadndose unas células esféricas y otras con forma
de renacuajo. En la figura 41 puede verse a mayor aumento el
aspecto que presentan fijados y tehidos con Giemsa.

Tras la adicidn de PHA, hay tendencia a formar agregados
gue van aumentando de tamano por la proliferacién de dichos
agregados y la fusion de otros grupos aislados, pudiendo llegar
a ser muy voluminosos.

La PHA estimula la produccién de interleucina-2 (IL-2),

ilamada anteriormente factor de crecimiento de los linfocitos

T, descrito por Morgan, Ruscetti y Gallo em 1976. La nueva
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VIABILIDAD DE LOS LINFOCITOS HUMANOS Y MURINOS EN MEDIO SIN MITOGENOS
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Figura 39

ESTIMULO PROLIFERATIVO DE LINFQCITOS HUMANQS DE SANGRE
PERIFERICA CON UN MITOGENO INESPECIFICO
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Figura 40

Linfocitos humanos libres con distinta morfologia vistos por
contraste de fases. Los elementos grandes corresponden a
edlulas MMT.

linfocitos con morfologis en “renacuajo”
= linfocitos con morfologia eaférica
= pflula MMT
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Figura 41

Linfocitos humanos vistos por tincidn con Giemsa. Aumento
1420x.
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denominacidén se debe a Aarden en 1979. Para poder mantener los
cultivos de células linfoides ©por periodos de tiempo
prolongados y poder establecer lineas celulares linfoides
adaptadas a crecer indefinidamente en cultivos, se han
utilizado diversos factores purificados, como la IL-2, que
favorecen la proliferacién de dichas células y permiten el

cultivo continuado (Fathman y Fitch, 1984).

IV.CH.2.b. Observacion de los efectos de los linfocitos humanos

y murinos sobre las celulas MMT

Estudiando la reactividad humoral y celular (linfocitaria)
de estos animales se hiciercon las siguientes observaciones:

a) El suero sanquineoc del 100 % (10/10) de los ratones
adultos jovenes gontrol, gue no han sido inoculados con células
MMT, no produce efectos téxicos sobre las células MMT.

b) Los linfocitog de los ratones adultos jévenes control,
gue no han recibido 1las células MMT, no tienen efectos
citotdxicos sobre las células MMT, en el 100 % (10/10) de los
casos.

c¢) El suerg sangquineo del 100 % (7/7) de los ratones
adultos jévenes que han sido inoculados _con células MMT y han
desarrollado un tumor gue ha regresado de manera espontdnea,
carece de efectos toxicos sobre las células MMT.

ch) Curiosamente, aungque carente de serotoxicidad, el 100

& (7/7) de dichos gueros murinos induce modificacicones
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morfodinamicas semejantes a las gue producen las

inmunoglobulinas de los SHU CaMa(+) e inhiben la serotoxicidad

de los sueros sanguinegs humanos que poseen la caracteristica

de ser serotdxicos, SHu CaMa(+).

d) Los linfocitos de los ratones adultos jévenes que han
desarrollado un tumor gue ha regresado espontaneamente tienen
en el 100 % (6/6) de los casos una accién citotdxica marcada
sobre las células MMT.

e) Los ensayos por el método de Takasugi y Klein en
microplacas muestran que se trata de una linfotoxicidad anti-
MMT mediada por anticuerpos complemento-dependientes, puesto
que desaparece al inactivar el suero por calentamiento, 30
minutos a 56° C. Al efecto, se siembran pocillos con un mismo
nimerc de células y se incuban con suspensiones de linfocitos
en concentraciodn creciente. Se anhade a una serie suero autdlogo
nativo y a otra serie paralela suero autélogo en el gue el

complemento se ha inactivado por calor (figura 42).

f) Los linfocitos aislados de mujeres con carcinoma de
mama ho poseen accidn linfotdxica sobre las células MMT.

g) Una pequeha proporcién de los linfocitos aislados de
las muijeres con carcinoma de mama (alrededor del 2 %), presenta
un marcado linfotropismoc sobre las células MMT.

h) El linfotropismo de los linfocitos humanos por las MMT
es inhibido cuando el medio de cultivo se suplementa con suero
sanguineo de ratones que han rechazado al tumor.

i) El1 linfotropisme no se observa en los linfocitos
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Figura 42

Prueba de linfotoxicidad por el método de Takasugi y Klein en
microplaca de Terasakl. Aumento 12x.
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aislados de mujeres sanas (6/6). El estudio de los fendmenos de
linfotropismo se realizd utilizando la técnica de
cinefotomicrografia de intervalos.

Los cultivos mixtos de linfocitos procedentes de controles
sanos con células cancerosas evolucionan como se puede ver en
el esquema de la fiqura 43. El linfotropismo descrito para las
mujeres con carcinoma de mama es morfodinamicamente similar al
de 1los 1linfocitos inmunizados "in vitro" contra células
cancerosas. En la sangre periférica de las pacientes preexiste
este tipo de tropismo contra las células MMT hasta en un 3% de
los linfocitos,.

En los controles sanos (figura 43-1) no se observa ningun

linfocito con este tipo de tropismo.

Todas estas observaciones aparecen en el esquema de la

figura 44.

IV.D., CARACTERIZACION DE LOS ANTIGENOS RESPONSABLES DE LAS
REACCIONES CRUZADAS ENTRE LAS CELULAS DE LOS CANCERES DE LA

GLANDULA MAMARIA HUMANQOS Y MURINOS

Se ha demostrado que las células de carcinoma mamario
humano contienen proteinas homdlegas a las del MMTV.

Como en algunos experimentos comprobamos este hecho,
hicimos un estudio sobre la presencia de virus vegetativos y
ADNc de provirus incorporados en las células MMT y las posibles

reacciones cruzadas entre antigenos viricos y antigenos de ADNc
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Figura 43

Esquema de los fendmenos de tropismo y linfotoxicidad en
distintas condiciones experimentales.

LIN = Iinfocitos nativos

e - células cancernsas MMT (adenocarinoma mamario murino)

PHA = fitohemaglutinina

LR = linfocitos estimilados (finfocitos nativos
estimiladoso con PHA

LS = Ilinfocitos sensibilizados (linfocitos estimulados en presencia de
monacitos, PHA v células cancervsas). Inmunizacion “in vitro”

" - eelulas cancerosas fHela (carcinoma de cuelloc uterino humano)
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REACTIVIDAD HUMORAL Y CELULAR. INTERRELACIONES ENTRE SUEROS SANGUINEOS Y LINFOCITOS
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proviricos de las células MMT con los factores inmunoldgicos

humancs.

IV.D.1. EL PROBLEMA DE LOS VIRUS ONCOGENICOS

Las observacicnes recogidas hasta aqui mostraron que
existian reacciones inmunolégicas humorales vy celulares
cruzadas entre el carcinoma ductal infiltrante de la glandula
mamaria humana y las células de la linea establecida MMT,
procedente de un adenocarcinoma de ratdn.

En efecto: a) mediante inmunoflucrescencia, los sueros
sanguineos de 68,4 % de las mujeres que padecian cdancer de mama
contenia anticuerpos gque reaccionaban con antigenos de las
células HMMT; k) la absorcidédn de los sueros sanguineos con
células MMT elimina 1la inmunofluorescencia, por reaccién
cruzada entre anticuerpos humanos y antigenos murinos; c) en la
sangre periférica de mujeres con cé&ncer de mama existen
linfocitos gue presentan un marcado tropismo sobre células MMT;
ch) los sueros de los ratones inmunizados con células MMT
inhiben el tropismo de los linfocitos humanos, 1o cual revela
posiblemente el blogqueo de los efectores de los linfocitos
humanos con los anticuerpos presentes en el suero murino.

Es bien sabido que 1la principal etiologia del cdncer
mamario murino estd relacionada con virus oncogénicos con
genoma de ARN (oncornavirus) que, ademdas, tienen las

propiedades de los retrovirus, es decir, de aguellos virus ARN
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gque mediante el proceso de la transcripcidén inversa producen un
dcido desoxirribonucleico complementario o© ADNc que se
incorpora al genoma de las células infectadas.

En las fotografias al microsceopio electrdnico de las
figuras 45 y 46 se pueden ver las caracteristicas morfolégicas
de las particulas viricas del MMTV.

En los cultivos primarios de células de adenocarcinoma
mamario murino CH3 se evidencian al microscopio electrdnico
particulas viricas que se observan en mayor cantidad y en mayor
numero de células cuando los cultivos se tratan con

dexametasona a razon de 35 pg/ml durante 48 horas (figuras 47

y 48).

Estos hechos nos llevaron al estudio de la presencia de
retrovirus vegetativos en las células cancerosas murinas de la
linea MMT v al andlisis de posibles provirus por incorporacidn

del ADNc virico.

IV.D.2. OBSERVACIONES EN LAS CELULAS MMT

En la figura 49 podemos ver el aspecto que presentan las
células MMT fijadas e incluidas al sexto dia de cultivo.

Tras el estudio detallado de esta sublinea celular MMT
con el microscopio electrénico, no se pudieron detectar
particulas viricas de tipo A o B del virus de los tumores
mamarios del ratén o MMTV (por "mouse mammary tumor virus"), a

pesar de ser ésta una de las caracteristicas descritas por los



Otra fotografia de MMTV visto al microscopic electrdnico.
Aumento 50.000x.

A = particulas viricas de tipo A-intracitopldsmicas
M = particulas de mMTV maduras

T = particulas de MMTV immaduras
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Figura 47
Células de adenocarcinoms mamario de ratén C3H/He sin ningiin

tratamiento. Vistas con el microscopio electrdnico. Aumento
12, 500x.
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Figura 49

Células MMT al sexto dia de cultivo, vistas al microscopio
electrénico. No se observan particulas viricas. Aumento
8. 500x.
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autores cuando la linea celular fue originalmente establecida
“in vitro".

Tampoco observamos particulas MMTV en las células MMT
tratadas con Dexametasona.

La pérdida de la capacidad para liberar virus "in vitro"
como la encontrada en nuestra linea de MMT, ha sido descrita
por Cyvkes (1968) y Lasfarques (1970) en algunas sublineas de
células MMT; esta es la situacidn de nuestra sublinea celular
después de mas de 200 pases en nuestro departamento.

En los bordes de la membrana plasmatica de estas células
Se observan numerosas 2zonas denhsas Jue, a bajos aumentos
parecen corresponde a hemidesmosomas (figura 50).

También se observan zonas de organizacién de la membrana
en capas superpuestas que en algunos casos adquieren la forma

de figuras en huella digital (figura 51), fendmeno que se

observa en algunas células infectadas con virus.

La ausencia de virus oncogénicos vegetativos en 1la
sublinea celular MMT con la que trabajamos, nos hizo realizar
dos tipos de experimentos, si queriamos conocer las posibles
relaciones entre los antigenos de las células de carcinoma
mamario en la mujer, por un lado, y los antigenos
viroinformades, los antignos viro-inducidos y al propio virus
de los carcinomas mamarios del ratén o MMTV, por otro lado.

En primer lugar, averiguar si, a pesar de no existir
particulas viricas, se expresaban antigenos de ADN provirico.

En segundo lugar, aislar MMTV de algunos tipos de células
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Células MMT. Figuras en huella digital. Aumento 185.000x.

Figura 51

Célula MMT. Figuras en huella digital a mayor aumento.
120. 000x.
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cancerosas mamarias de ratdn gue poseiamos y gque con certeza lo
tenian, con objeto de analizar las relaciones entre los
antigenos del céncer mamario humano y los del MMTV,

En la seccidén de "Material y Métodos" se describen con
detalle los procedimientos utilizados.

El aislamiento de virus de tumor mamario murino o MMTV se
hizo a partir de adenocarcinoma mamario de ratén de la cepa
insita C3H/He.

Siguiendo el procedimiento sefalado, en la figura 52 y la
tabla X se resumen 1los resultados del aislamiento vy
purificacidén del MMTV.

En la figura 53 se observa el resultado de la purificacidn
del MMTV mediante ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa
y en la figura 54 se registra el espectro de absorcién del
virus.

En promedio se obtuvieron 10,7 mg de proteinas con virus
por gramo de tumor, o sea el 1,07 %, gue contenian 0,40 ug de
particulas viricas. Estas sedimentan en dos picos,
correspondientes a las densidades de 1,16 v 1,14 g/cc. El virus
tiene su maximo espectro de absorcidn a una longitud de onda de
260 nm.

la infeccidén virica provoca un aumento de enzimas
viroinducidas, como se ve en la tabla XI.

La cantidad de antigenos viroinducidos se modifica cuando
los animales con adenocarcinoma mamarico o las células de

carcinoma mamario murino de diversas lineas mantenidas "in
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Figura 52

Frquema de alislamiento. concentracion v purificacion de MMTY
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k2 de experimentos 5

Edad de los ratones 8 a 10 meses
Pesc de los tumores 5a¢%g
Volumen del homegenado filtrado 30 a 54 nl

Concentracién media de
nucleoproteinas 1,6 ng/nl

Cartidad media de MMTV a partir
de tumores C3H/He 0,42 ug/g

Tabla X

Datos del aislamiento y concentracién de MMIV a
partir de adenocarcinomas mamarios de ratomes C3H/He
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fosfatasa fosfatasa fosfatasa lactico-deshidro
alcalina cida prostdtica genasa

Extracto acelular de

adenocarcinoma mamario 50 4,63 2,8 504

de ratén C3H/He

Fraccién enriquecida

en MMIV a partir del 189 18,6 9,3 79

extracto acelular

Promedios de 5 experimentos
Los resultados se expresan en nil/ng

Tabla XI

Actividades enzimdticas del extracto acelular original

y de 1a fraccién enriquecida en MMIV a partir del extracto
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vitro" se tratan con estrdégenos, gestdgenos, andrdgenos o

corticosterocides {figuras 55, 56, 57 y 58) .

Una vez comprobada la existencia de relacidén antigénica
cruzada entre células de cancer mamario humano y murino y
comprobado que la toxicidad de los SHu CaMa(+) desaparecia por
absorcién con células MMT o con membrana de las mismas,
absorbimos el SHu CaMa{+) con MMTV purificado. Esto provocéd la
desaparicién de la serotoxicidad del suero sanguineo de las
enfermas con cdancer mamario sobre las células MMT. Igualmente
hacia disminuir la inmunofluorescencia.

En cuanto al efecto linfotdxico de los linfocitos de ratén
sensibilizado por antigenos de células MMT, cuya accidn depende
de la adicién de suero autélogo de ratdn, desaparece cuando el
suero se absorbe con MMTV, al igual que lo hacia cuando era
absorbido con células MMT o sus membranas aisladas.

El examen conijunto de 1los datos reveléd dgque en las
pacientes con serotoxidad para las células MMT existia una
correlacién entre presencia y cantidad de anticuerpos anti-MMT

y supervivencia (figuras 59 y 60).
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V DISCUSION

V.A. INTRODUCCION

El virus del adenocarcinoma mamario murino (MuMTV o MMTV)
es la causa principal del cancer mamario en los ratones. Se
trata de un retrovirus de tipo B. Por una parte, produce un
dcido desoxirribonucleico complementario (ADNc) del ARN virico
por transcripcidén inversa, el cual se incorpora al genoma
celular como provirus. Por otra parte, se reproduce dando lugar
a particulas viricas vegetativas gue se desprenden de las
células productoras. No obstante, el MMTV no se manifiesta
siempre en forma vegetativa.

En el apartado II.F.2.b. se describen los estudios de
diversos autores en relacidén con este asunto.

Ya hemos mencionado que para este trabajo aislamos MMTV
de los adenocarcinomas mamarios de ratoens de la cepa C3H/He;
en cambio, la sublinea celular MMT establecida "in vitro" a
partir de un adenocarcinoma mamario de ratén no producia virus
vegetativos, si bien, como han demostrado diversos autores,
contiene secuencias de ADNc homélogo del ARN del MMTV. La linea
MMT originalmente establecida producia MMTIV, pero diversas
sublineas dejaron de ser productivas.

El MMTV ha sido aislado de leche de ratones con incidencia

tumoral elevada, explantes de tumores mamarios productores,
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celulas epitelioides establecidas "in vitro" a partir de
tumores mamarios de diversas cepas de ratén y lineas celulares
epiteliales heterdlogas infectadas o inoculadas con MMTV (buen
modelo para estudiar las primeras fases de la infeccidn y de
gran infectividad en los 2-3 primeros pases).

Diversos virus oncogénicos de tipo ADN y ARN provocan la
transformacién cancerosa de la célula a través de oncogenes (v-
onc). Algunos contienen, ademds de oncogenes, genes promotores
de la actividad de los oncogenes, tanto viricos (v-onc) como
celulares (c-onc) homélogos.

Pero existen virus gque carecen de oncogenes y tienen
unicamente genes con secuencias de ADN promotoras, que activan
a los oncogenes celulares. Tal es el caso del MMTV, que no
tiene oncogenes pero posee la secuencia LTR (por "long terminal
repeat" o secuencia terminal larga repetida), gque induce la
amplificacion o sobre-expresioén de ciertos oncogenes celulares.

En los experimentos de Crespin y col (1984), el andlisis
de ADN de tejido de carcinoma mamario obtenido quirurgicemente,
fragmentado con la enzima de restriccidn Eco RI, mostrd an dos
de 28 casos una regién homdloga de la regién LTR-gag ,"long
terminal repeat plus group antigen" del MMTV y regién de la
proteina gag de cubierta o Env del mismo). Los linfocitos de
las pacientes "positivas" se cultivaron en presenica de IL-2
(interleuquina 2), obteniéndose abundantes células T. El1 ADN de
las células T de los cultivos de tres dias contiene secuencias

de MMTV. E1 ADN de linfocitos de suijetos normales no contiene
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secuenclas de MMTV.

La unidad II de la mitad 3’ del LTR del provirus de MMTV
en el raton C3H tiene una homologia de 93,4 % con la parte
correspondiente de la LTR del_virus exddgeno de C3H (Donehower,
Fleurdelys y Hager, 1983). El1 LTR enddégenc conserva todos los
recuadros grandes de lectura abierta del LTR exdgeno. Las
diferencias en la secuencia no se llevan a cabo al azar,
originando estructuras silenciosas.

Mukherijee y col (1973) vieron un aumento de la actividad
de la transcriptasa inversa en la glandula mamaria normal en
desarrollo, en tejido tumoral mamario sin virus y en glandula
mamaria lactante.

Desde 1luego, el factor virico no es el 4udnico gue
interviene en la carcinogénesis mamaria del raton.

Ringold (1979) va observd gue la tumorigénesis mamaria en
los ratones depende del medico hormonal, produciéndose casi
exclusivamente en hembras, siendo la tasa de crzcimiento
tumoral mayor durante la prefez, asi como en machos tratados
con hormonas femeninas.

El tratamiento con hormonas esteroideas y polipeptidicas
aumenta la incidencia +tumoral; lo mismo sucede con el
incremento de la produccidén de hormonas adrenocorticales. Los
receptores para corticoides y esteroides sexuales estdn
presentes en los tumores mamarios y en las glandulas mamarias
lactantes.

Se ha visto que las hormonas glucocorticoideas estimulan
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la produccién de virus 10-20 veces, aun en ausencia de suero,
en lineas establecidas a partir de tumores mamarios de ratoén y
aumentan los cuerpos de inclusidn citopldsmicos (los cuales se
deben a MMTV o a particulas A) en tumores mamarios murinos,
situacién que también nosotros observamos en las células de
cultivo primario de adenocarcinoma mamario murino tratadas con
glucocorticides figuras 47 y 48.

Asi mismo, diversas hormonas polipeptidicas {insulina,
prolactina, heormona de crecimiento, factor lactégeno
placentario) estimulan la produccidn del virus.

Se ha demostrado gue la produccidén de virus inducida por
los corticoides va precedida de un rapido e importante ascenso
de los niveles de ARN virico intracelular. Todas las células
susceptibles a este estimulo presentaban receptores
citoplédsmicos para glucocorticoides, dque parecen ser 1los
mediadores del estimulo de la expresion de los genes MMTV.

La regién HERV-K del gencma humano se considera un
retrovirus enddgenoc homdélogo del genoma del MMTV. La region
gendémica HERV-K transcribe un ARN poli(A)+ de 8,8 kb. Zn las
células de la linea T47D, de carcinoma mamaric humar.o, el
tratamiento con estradiol seguido de progesterona aumenta la
expresion de HERV-K (Ono, Kawakami y Ushikubo, 1987).

Darbre y g¢ol (1984) estudiaron la linea de carcinoma
mamario S$115 de ratdn, andrégeno-dependiente, a partir de la
cual obtuviercn una linea andrégeno-independiente por seleccidn

de las células que crecian en ausencia de andrégenos. En las
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células androgeno-independientes 1los andrégenos no fueron
capaces de cambiar la morfologia celular, estimular el
crecimiento y aumentar la cantidad de ARNm de LTR de MMTV. Se
observd un aumento en estas células de la metilacidn del ADN a
nivel de las secuencias MMTV-LTR, a lo cual se atribuydé 1la
hormono-independencia.

En las células de carcinoma mamario androgeno-
dependientes, tanto los andrégenos {testosterona) como los
glucocorticoides (dexametasona) estimulan la produccidén de
células con morfologia fibroblastica, la densidad de saturacion

en monocapa y el crecimiento en suspensidn (Darbre y col). La

fase de crecimiento logaritmico es estimulada por 1los
andrégenos e inhibida por los glucocorticoides.

Nosotros observamos que en las células de céanceres
mamarios murinos, como MMT y C3H, el tratamiento con hormonas
esteroideas modifica la expresién de antigenos viroasociados

(figuras 55 a

58.).

El estudico del efecto de andrégenos y glucocorticoides
por transfeccién mostré que los cambios morfoldégicos y el
estimulo de la proliferacién por parte de los andrégenos no se
producen a la vez, sino independientemente.

Todas las poblaciones neopldsicas, aungque sean tumores
monoclonales en su origen, acaban teniendo fenotipos muy
diferentes. En los tumores originalmente hormono-dependientes

desarrollan subpoblaciones con diversos grados de sensibilidad
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y subpoblaciones hormono-independientes.

Aungue se ha descrito la presencia de particulas de
aspecto virico en el tejido de carcinoma mamario humano v en la
leche de las pacientes, se discute si es un verdadero virus y
si participa en la etiopatogenia del cancer de mana.

La verdad es que la mayor parte de las veces ho se
detectan virus, ni es necesario gue se detecten para que estén
relacionados con la transformacién neopléasica, pues es bien
sabido gue los virus oncogénicos no siempre se expresan en
forma vegetativa, pero existen provirus que se reproducen como
parte del genoma celular y ejercen una accidén cancerigena. E
incluso zonas gendmicas con ADN sin aparente relacién con virus
que es homélogo del ADNc que produciria el ARN de un retrovirus
oncogénico.

Los ratones de la cepa C3H tienen una elevada incidencia
de adenocarcinomas mamarios por transmisiodn lactea (transmisién
horizontal de virus maduros) y por transmisidén vertical (por
virus vegetativos o episomas en las células sexuales o por el
provirus de MMTV incorporado a la cromatina). En dichos ratones
existen antigenos tumor-asociados, antigenos viro-informados
(gque corrresponden a enzimas y otras proteinas codificadas por
el genoma virico y que forman parte de las particulas viricas)
y antigenos viro-inducidos (que son proteinas celulares
inducidas por el virus, pero gque no forman parte de las
particulas viricas). Las proteinas viro-inducidas son enzimas

y otras sustancias necesarias para la multiplicaciodn del virus.
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Las lineas celulares establecidas "in vitro" a partir de
células de carcinomas mamarios murinos, como la linea celular
MMT, poseen también antigenos tumor-asociados, antigenos viro-
informados y antigenos viro-inducidos. Y existe expresidn de
antigenos viricos aunque se trate de sublineas que han perdido
la capacidad de producir virus y contienen solamente provirus.

Nosotros encontramos que, independientemente de la
existencia de particulas viricas vegetativas, se puede observar

que el tejido de carcinoma mamario humano contiene antigenos

carcinoma mamario murino y con antigenos del MMTV. Esto se debe

a que el genoma de las células de cancer de mama humano
contiene secuencias génicas homélogas del MMTV. El1l suero
sanguinec de las pacientes posee anticuerpos gue reaccionan con

antigengs de las células de céancer mamario murino con el

propio MMTV. La citolisis cancerosa por anticuerpos es casi

siempre complemento-dependiente.

Nuestros resultados coinciden con diversos estudios
realizados por otros autores gue han mostrado gue existen
reacciones inmunoldégicas cruzadas entre el carcinoma de mama
humano por una parte, y el carcinoma mamario murino de varias
cepas de ratones y el retrovirus causal por otra.

Mediante pétodos inmunoldégicos, se han realizado varios
descubrimientos:

- Se han visto relaciones seroldgicas entre las proteinas

y genoma del MMTV y las proteinas, genoma y ARN de los tejidos
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de carcinoma mamario humano.

— Las células de cancer de mama humanc y el MMTV producen
un factor de inhibicidén de la migracidén de los linfocitos
humanos (Black y col, 1974).

Las células del cancer de mama humano presentan antigenos
emparentados con un antigeno del MMTV y con la proteina
estructural p27 del virus de Mason-Pfizer del mono (Yeh y col,
1975).

- El1 suerc sanguineo de mujeres con cancer de mama
contiene anticuerpos que neutralizan al MMTV (Charnev y Moore,
1971},

Las inmunoglobulinas del suero sanguineo de mujer con
cancer de mama reaccionan con antigenos presentes en 1las
células de ratén en las gque se multiplica el MMTV, como se
registra por inmunofluorescencia indirecta (Miller, Hageman y

Daams, 1972; Miller y col, 1973; Prioiri y col. 1973) y con el

método de 1la inmunoperoxidasa al microscopio electrdnico

(Hoshino v Dmochowski, 1973).

Newgard, Cardiff y Blair (1976) han sembrado la duda de
que pudiera tratarse de reacciones inespecificas.

Litinov y Golovkina (1989) sefialaron que las lineas
celulares MCF-7 y T47-D expresan un antigeno relacionado
inmunolégicamente con una gp52, uno de 1los productos
codificados por el gen gag del MMTV, No todas las células lo
expresan, incluso en poblaciones clonales de ellas. Las células

MDA-231 y las células epiteliales de la leche de mujeres sanas
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nc tienen antigenos similares a los del gag del MMTV. En las
células normales de la mama hay p27, otra proteina del MMTV. No
obstante, existen genes viricos no expresados, incluyendo el
gen dgag.

El ADN del carcinoma de mama humano contiene con
frecuencia secuencias homélogas a los de la regidén gag-pol del
MMTV. En el 6% de 1os casos existen también secuencias
homdélogas de la region LTR del MMTV, de las que hay unas cinco

copias (Westley v May, 1985).

Los linfocitos de un ganglio axilar con metdstasis en una

enferma con carcinoma ductal infiltrante de mama se fusiondé con
una linea de células linfoblastoides humana y se aislaron nueve
lineas de hibridomas. Las células tumorales de la paciente
tenian antigenos gue daban reaccidn cruzada con los antigenos
del MMTV (Schecenfeld y ¢ol, 1987). El suero de la paciente y
los anticuerpos monoclonales de sus hibridomas reaccionaron con

antigenos del MMTV y pueden servir precisamente para su

reconocimiento.
Major vy co (1987) consiguieron diez anticierpos

monoclonales de ratdn gue reaccionan con antigenos que expresan
las células del carcinoma mamario en gran cantidad en el
citoplasma y en la superficie celular y en pequeha cantidad en
la superficie de células normales de la glandula mamaria.

Los diez anticuerpos monoclonales reconocen seis
epitopos. Ocho de los diez reconocen una proteina de 300.000

Da. Seis de diez reaccionan con una proteina de 280.000 Da.
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Siete de diez reconocen a un antigeno de 330.000 ba de la
membrana de los gldbulos grasos de la leche de tejido normal.
No todos los tumores tienen cantidades aumentadas de los
antigencs en cuestiodn; 80% de los tumores reaccionan con tres
de los anticuerpos y porcentajes menores con otros tres. Muchas
células de las metdastasis contienen los mismos antigenos.

Dion y col (1987) analizaron las proteinas estructurales

gpb5, gp34, p28, pl8 y pl2 del MMTV de la leche de ratones de
la cepa RDDI, registrando gue sclamente la pl8 reaccionaba con

el suero humano.

V.B. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Vamos a examinar, uno por uno, los resultados obtenidos,
porque presentan varias aspectos que deben ser interpretados
uncs a la luz de otros.

Primera serie de observaciones. Sueros téxices y no
toxicos.~- Posibilidad de distinguir sueros sanguinens de
pacientes con carcinoma de mama con accién tdxica sobre las
células de adenocarcinoma mamario murino MMT, o SHu CaMa({+), vy
sueros sanguinecs sin tal caracter serotéxico o SHu CaMa(-).

Demostracioén por:

a) degeneracidén y muerte de las células MMT,
b) existencia de antigenos de MMT que reaccionan
con anticuerpos del SH CaMa(+), demostrados por

hemadsorcion con hematies cubiertos de
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inmunoglobulinas de conejo contra
inmunoglobulinas humanas, inmunofluorescencia,
absorciones, elisidn e inmunodifusién.

Segunda serie de observaciones. Efecto de las
inmuneglobulinas de los sueros sanguineos humanos téxicos, SHu
CaMa(+). - Registro de gque las inmunoglobulinas del SHu CaMa(+)
tienen diferente accidén aisladamente o cuando estdn en el
suero.

Demostracidén por:

a) produccidén de zeiosis con recuperacidn celular,
b) propiedades de las células MMT post-zeidticas
precoces y tardias

Tercera serie de observaciones.- Sueros diferenciadores y
no diferenciadores.- Posibilidad de distinguir sueros
sanguineos de pacientes con carcinoma de mama que inducen 1la
diferenciacioén glandular mamaria en las células MMT, y sueros
sanguinecs sin actividad diferenciadora.

Demostracidén por:

a) manifestaciones de diferenciacidn
seudoglandular,
b) caracterizacién de los factores de

diferenciacién glandular mamaria (FDGM).
Cuarta serie de observaciones.~ Efectos de los linfocitcs
inmunizados.-
a) caracteristicas de la linfotoxicidad de los

linfocitos de ratones inmunizados con células
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MMT, sobre las células MMT,
b) Tropismo de los linfocitos de mujer con
carcinoma de mama sobre las células MMT
Quinta serie de observaciones. Estudio de las relaciones
inmunologicas cruzadas entre el carcinoma ductal infiltrante de
mama humano y el adenocarcinoma de mama murino.-
Demostracioén por:

a) reacciones entre anticuerpos de pacientes vy
antigenos de células MMT, (toxicidad,
inmunofluorescencia),

b) inhibicidn de las reacciones toxicidad,
inmunofluorescencia) absorbiendoc con células
MMT, membranas de las mismas, formaciones en
huella digital o MMTV,

c) formacién de inmunocomplejos hibridos,

V.B.1. SUEROS TOXICOS ¥ NO TOXICOS

Los suercos sanguineos humanos procedentes de pacientz2s con
cancer de mama pueden dividirse, en funcién de su serotoxicidad
sobre las células MMT, en guercos citotdxicos y sueros no
citotdxicos, abreviados SHu  CaMa(+) y SHu CaMa(-),
respectivamente.

Dichos efectos se distribuyen de la siguiente manera. El1

suero sanguinec del 57,9 % de 1las enfermas con carcinoma
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mamario presenta acciones téxicas sobre las células MMT, en
tanto que el suero sangulineo del 42,1 % de las pacientes no
manifiesta dicho efecto.

Mediante jnmunofluorescencia se pudo observar que los
factores serotéxicos son anticuerpos humanos gue reaccjionan con
antigenos de las células MMT. Es decir, gque existen reacciones
inmunolégicas cruzadas entre las células cancerosas humanas y
murinas.

El efecto serotéxico sobre las células MMT no lo presentan
los sueros sanguineos de las mujeres sanas no embarazadas ni
los sueros de mujeres embarazadas.

El efecto serotdxico es complemento-dependiente, ya que
desaparece tras la inactivacidn a 56° C durante 30 minutos.
Ello demuestra también que el factor serotéxico es
termoestable, yva que no se destruye a dicha temperatura.

Se trata pues de una reaggcidén humoral cruzada de

anticuerpos termoestables dependientes del complemerto.

Fue una sorpresa encontrar que el suero sanguineo de los
ratones inmunizados con células MMT, gue es necesaric para gque
los linfocitos de ratén ejerzan su actividad citotdxica, no es

téxico por si migsmo para las células MMT, o sea, que el suerg

de los ratones inmunizados gue han rechazado en su organismo un

tumor por inoculacién de células MMT no es serotoxico.

Pero no solamente esto, sino que, ademds el suero de

ratones inmunizados protege a las células MMT de la

citotoxicidad mostrada por los sueros humanos téxicos.
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Por consiguiente: a) El suero sanguineo de algunas
pacientes con carcinoma mamario es citotdxico para las células
MMT de carcinoma mamario murino. b) Contrariamente, el suero
sanguineo de los ratones inmunizados con células MMT, no es
citotéxico para las células MMT. c¢) Pero el suero no citotdéxico
de los ratones inmunizados inhibe la accién citotdxica del
suero de las pacientes sobre las células MMT. Estos hechos
podrian interpretarse comc una competencia entre los
anticuerpos no citotdxicos de los ratones vy los anticuerpos

citotdxicos de las pacientes por 1los mismos determinantes

antigénicos © epitopog de las células MMT. Cuando los

anticuerpos murinos no toxicos se fijan a la célula bloguean la
unién de los anticuerpos humanos téxicos.

Cuando se observé el efecto de las inmunoglobulinas puras
obtenidas de sueros toéxicos y se compard su accién con la de
los sueros toxicos enteros, se registraron variaciones de la
actividad toxica.

Las células MMT se incubaron con sueros de mujeres sanas,
sueros de pacientes con cancer de mama Yy suero normal
suplementado con inmunoglobulinas aisladas de sueros toxicos de
enfermas con cancer de mama. Las inmunoglobulinas se afiadieron
a una concentracién equivalente a la existente en el suero.

Se observd gque el suero normal suplementado con
inmunogleobulinas de suero téxico producia cambios morfoloégicos
evidentes en las células MMT, con liberacidén de miltiples

fragmentos zeidticos sin signos degeneracioén celular, seguida
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de una recuperacioén ceiular total.

Pensamos que si el suerc entero es toéxico para las células
MMT, y por jinmuncfluorescencia habiamos demostrado gue se
trataba de inmunoglobulinas, en tanto que las inmunoglobulinas
obtenidas del suero tdxico no son citotdxicas, la accion litica
de las inmuncglobulinas sobre las células cancerosas necesita
de un factor activador presente en el suero. Alternativamente,
podria tratase a una concentraciodn insuficiente de complemento.

Cuando se ahadieron inmunoglobulinas aisladas del suero de
mujeres sanas, embarazadas o no embarazadas, no se produio
ningun efecto.

Tampoco se produjo zeiosis cuando se expusieron células
embrionarias normales {(control) a los sueros suplementados con
inmunoglobulinas purificadas a partir de sueros todéxicos.

Los experimentos realizados mostraron gue los fragmentos
zeioticos Jliberados  contenian inmunocomplejos, © sea,
inmunoglobulinas combinadas con antigenos. Alslamos
anticuerpos de las vesiculas zeidticas y de las células enteras

mediante tratamiento dcido con buffer de glicina-HC1l a pH 2,8.

V.B.2. AISILAMIENTC Y CARACTERIZACION DE LAS INMUNOGLOBULINAS

REACTIVAS

Comc hemos mencionado, tuvimos importantes dificultades
técnicas para conseguir que el tratamiento con el buffer de

glicina-HC1l no produjese la muerte de las células:
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Observamos que la elucidén de inmunoglobulinas de células
vivas empleando el medio habitual de glicina dcida en
soluciones salinas isotdénicas producia una muerte réapida v
total de las células. Esto era un obstdculo dque impedia
utilizar 1las células después de la separacidn de las
inmunoglobulinas de la superficie. En la literatura cientifica
es relativamente frecuente ver publicados resultados de
experimentos en sistemas semejantes, gue no reconocieron 1la
muerte celular, por 1o cual deben guedar sistemdticamente
invalidados.

Cuando intentabamos restablecer el pH neutro nos
encontrabamos que no era posible, dada la rapidez con que se
producia la muerte celular.

Buscando un procedimiento gque conservara la viabilidad
celular, estudiamos el efecto de modificar la tonicidad del
buffer dcido empleando distintas concentraciones de sacarosa.

Encontramos que a los 9 minutos de tratamiento no
sobrevive ninguna célula en presencia de glicina en snlucién
salina isotdénica o de glicina en sacarosa 0,27 M:; 1la
supervivencia era del 1 % utilizando sacarosa 0,512 M, 20 %
empleando sacarosa 0,88 M y 72 % con sacarosa 1,49 M. Esta
viabilidad del 72 % para tiempos de exposicién de 9 a 14

minutos (tabla VIII), alcanzd el 90 % para una exposicién de 7

minutos, empleando sacarosa 1,49, hipertdnica (tabla IX). Los

mejores resultados se obtuvieron, por lo tanto, con buffer de

glicina-HCl a pH 2,4 preparado con solucién hipertédnica de
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sacarosa 1,49 M.

En suma, gl aumento de la tonicidad del medio ocasionado

por el incremento en la molaridad de la sacarosa no modjificé la

eficiencia de la elucién de inmuncglobulinas de la membrana
plasmiatica, a la vez gue permitidé disponer de una elevada
proporcjion de células viables.

Cuando las células tratadas con el buffer acido a pH 2,4
en sacarosa 1,49 M eran neutralizadas a pH 7,0, lavadas con
solucién salina fosfatada de Dulbecco y cultivadas en el medio
de crecimiento habitual, mostraron una viabilidad a largo plazo
y una curva de crecimiento normales (figqura 23).

Las células MMT tratadas a pH &cido con sacarosa, después
de subcultivarlos, presentan la misma sensibilidad y respuesta,
a los distintos sueros, que las células MMT nativas.

Para estudiar la participacién de las inmunoglobulinas en
el efecto citotdxico, analizamos su fijacidn a la membrana
celular. Se incubaron células MMT con suero téxico de enfermas
con cdncer de mama; antes de que la degeneracidn celular se
produjese, 1las células se lavaron con solucién salina
amortiguada con fosfatos de Dulbecco (PBS) Yy las
inmunoglobulinas fijadas a la membrana celular fueron eluidas
con glicina-HCl a pH 2,4 en sacarosa.

Mediante inmunodifusidn radial cuantitativa se confirmé la
presencia de inmunoglobulinas en el material eluido. Para
realizar la prueba, el eluato se concentrdé previamente cien

veces mediante un microconcentrador Minicon B-15. Se utilizaron
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4,7 pg de inmunoglobulinas. La inmunocelectroforesis mostré la
presencia de IgG unicamente, y la ausencia de IgA, IgD e IgM.

No obstante, el producto eluido contenia otras proteinas,
ademds de las inmunoglobulinas.

La cantidad total de proteinas eluidas se valoraron
espectrofotométricamente aplicando la férmula (E,,cnn=Esornm) X 144
x factor de dilucion = ug/ml de proteinas en la solucién
original.

La cantidad de proteinas eluidas fue de 1,7 ug/10° células
en las muestras tratadas con el buffer de glicina-HCl a pH 2,4
en sacarosa 0,27 M, y 2,3 ug/10° células cuando se utilizé
buffer de glicina-HCl a pH 2,4 en sacarosa 1,49 M
(hiperténica).

Ahora bien, cuando se mididé espectrométricamente la
relacioén E,,, ./E..... S obtuvieron valores entre 1,21 y 1,47, en
vez de los valores 2,4 a 2,8 dgue son propios de las
inmunoglobulinas puras. Esto se debe evidentemente a 1la
presencia de proteinas de la membrana donde existen proteinas
reactivas.

Las inmuncglobulinas purificadas a partir de 1los
fragmentos zeidticos o de las células MMT enteras ensayadas
sobre células MMT, repetian el efecto descrito para los SHu
CaMa(+) inactivados y para las IG purificadas obtenidas de los
mismos: producciendo vesiculas zeidticas sin accién litica
sobre las células cancerosas.

En el suero de las pacientes y en el de los ratones con
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cancer de mama existen también inmunocompleijos circulantes.

Empleando una técnica de nuestro laboratorio (Castellanos vy
col, 1985), determinamos la c¢antidad de inmunocomplejos

circulantes en las fases clinicas iniciales y avanzadas del
carcinoma ductal infiltrante de mama. En el cancer inicial se
encontrarcn 1,1 ug equivalentes de inmunoglobulina humana
agrega y en los estadios avanzados 9,3 ug.

En el grupo de mujeres sanas utilizadas como control, la
cantidad de inmunocomplejos fue de 1,14 * 0,72 ug equivalentes
de inmunoglobulina humana agregada.

La evolucion del cancer de mama se correlacioné con la

cantidad de inmunocomplejos circulantes (tabla XIT).

V.B.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE DIFERENCIACION GLANDULAR

MAMARTA

Por su efecto sobre la evolucién de los culiivos de
células MMT "in vitro", se pueden distinguir dos tipos de
sueros sanguineos en las pacientes con cédncer de mama: SUeroes
con efecto de diferenciacidn glandular mamaria y sSueros sin
efecto de diferenciacién.

Esta observacién se complementa con otras dos: la primera,
los sueros de ternera adulta recién nacida, bovino fetal o
caballo no manifiestan efecto de diferenciacidén glandular
mamaria sobre las células MMT de ratén; la segunda, que los

sueros de mujeres sanas no embarazadas producen efecto
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diferenciador en menor numerc y con menor intensidad que los
sueros de las mujeres embarazadas no estudiamos la posible
correlacion de la situacidén hormonal de 1la mujeres no
embarazadas en relacién con el ciclo menstrual.

Los sueros de las embarazadas produjeron marcada
diferenciacién en todos los casos.

Las paclientes cuyos sueros no exhibieron toxicidad sobre
las células MMT presentaron efecto diferenciador en el 75 % de
los casos.

Las pacientes cuyos sueros exhibieron toxicidad no pueden
valorarse en las mismas condiciones, vya que el efecto
diferenciador hubco de ensayarse tras la inactivacién de estos
sueros y en estas condiciones presentaron efecto diferenciador
el 27,3 %.

Como se dijo, la diferenciacidén se reconocié por el
agrupamiento seudotisular de casquetes esféricos que
histogquimicamente, con colorante Suddn III, mostraban abundante
contenido lipidico.

Registramos que cuando se calentaba el suero a 56° C
durante 30 minutos el efecto de diferenciacidn no era inbibido
y que, por lo tanto, se trataba de un factor termocestable.

A la vez, la destruccidén térmica del complemento en el

suero no impedia la accidn del efecto de diferenciacién, lo que

indicd que se trataba de un factor de diferenciacidn glandular

mamaria (FDGM), independiente del complemento.

El fraccionamiento y concentracién de las moléculas del
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suerc en funcidn de su peso molecular utilizando membranas de
diferente didmetro de poro, permitidé demostrar que el factor (o
factores) de diferenciacidén glandular mamaria (FDGM) tenia un
peso molecular superior a 50.000 Dalton.

Este hecho eliminaba 1la posibilidad de gue tuviera
relacidén con factores de crecimiento, que son polipéptidos
pequefios, o con poliaminas.

Se recogieron los agregados pseudoglandulares, gue se
comienzan a desprender a los 6 dias de cultivo:; se consigue un
buen desprendimiento agitande un cultivo de 7 dias. Se
centrifugaron suavemente a 100 x G durante 5 minutos, se
desperdigaron las células por tripsinizacién y se sembrarcn en
frascos con medio de crecimiento normal, produciéndose cultivos
en monocapa normales.

Estas células responden a los sueros y a las fracciones
con FDGM con mayor sensibilidad que las células MMT originales.

La adicidén de la fraccién con FDGM reproducia e! efecto
diferenciador, produciendo 8 veces mds agregados. O sea, que se
trata de un proceso fenotipico gue requiere presencia continua

de FDGM, pero no se mantiene genéticamente en las células.

Como se dijo anteriormente, a la misma concentracién de un
suero determinadc, la cantidad de agregados pseudoglandulares
que se formaron fue unas diez veces mayor incubando el cultivo
a 32° C en vez de a los 37° C habituales. El nimero de agregados
era mayor, pero mas pequefios y de desarrollo mé&s lento. Sin

embargo, cuando el cultivo se pasaba a 37° C una vez que habia
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comenzado el fendmeno de diferenciacidén a 32° C, se conservaba
el mayor numero de agregados pseudoglandulares, aumentando su
ritmo de crecimiento.

Estos experimentos muestra que las condiciones metabdlicas
que reducen la proliferacién celular aumentan la diferenciacidn
Yy, contrariamente, en las mismas células, en condiciones de
proliferacidn Optima, disminuyen los procesos de
diferenciacidn. En el sistema ensayado por nosotros se trataba
de un procesc reversible,

Cuando el medio de cultivo se suplementa con la fraccidn
sérica que contiene las moléculas > 50 KDa (FDGM), se observa
que estimula a las células MMT a liberar un factor celular de
cardcter termoldbil, gue promueve la diferenciacidén con mayor
eficacia cuando las células se mantienen a 32° C gue cuando se
incuban a 37° C.

Resulta dificil dar una interpretacidn fisiolégica al
aumento de diferenciacidén celular a los 32° C.

La notable disminucién de procesos de induccidn de
diferenciacién celular mamaria por parte de los sueros de
mujeres con carcinoma ductal infiltrante gue manifiestan
efectos toxicos, deja tres posibilidades:

a) Que en la mayor parte de los SHu CaMa(+) no exista
factor diferenciador glandular mamario.

b) Que en los sueros téxicos existe un factor inhibidor
del FDGM.

c) Que en los sueros de las enfermas con cancer de mama
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coexisten anticuerpos téxicos y factores diferenciadores, pero
que el efecto depende de la proporcién relativa de ellos, asi
como de la cantidad de inmunocompleijos.

ch) Que la inactivacidn de estos sueros lleve aparejada la

destruccidén de factores séricos termolabiles asociados

V.B.4. INMUNIDAD CELULAR

En cuantc a la inmunidad celular, 1los linfocitos de
ratones que han rechazado el tumor tras inoculacién de células
MMT fueron citotdxicos en presencia de suero autdlogo nativo,
no 1inactivado. La reaccién aumentd tras la elucidén de
inmunoglobulinas de la superficie de las c¢élulas MMT por
tratamiento acido.

Es decir, que:

a) Nos encontramos en presencia de una reaccion medjiada
por células gue es complemento-dependiente y anticuerpo-
dependiente, abreviada en la literatura inglesa con el acrdnimo
C’DADCMC (por "complement-dependent antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity").

b) El1 enlace de los anticuerpos a los antigenos de la

membrana plasmdtica disminuye la eficiencia de la reagcidn
inmuncldgica citomediada.

c) Esta reaccidén de linfotoxicidad podria estar inducida
por antigenos del complejo principal de histocompatibilidad y

por antigenos tumor-asociados.
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V.B.5. REACCIONES HUMORALES Y CELULARES CRUZADAS ENTRE LOS

CARCINOMAS MAMARTOS HUMANO Y MURINO

Segun lo indicado anteriormente, hemos observado que los
ratones que son inoculados con células MMT, han desarrollado
tumor y lo han eliminado espontéaneamente poseen linfocitos con
accién citotéxica mediada por anticuerpos complemento-
dependientes.

Estos_anticuerpos, dque son hecesarios para el efecto

-

linfotéxico, ¢ cen r si ism e jvi (o}
(serotoxicidad negativa) sobre las células MMT.

Sin embargo, los anticuerpos de los animales gque han
rechazado el tumor pero carecen de toxicidad individual,

inhiben la accidn toéxica manifestada por el suero sanduineo
humano scbre las células MMT.

Evidentemente, se trata de un fendmeno cruzado, por el

cual los anticuerpos no citotoxicos _del raton compiten

eficazmente con los anticuerpos citotdéxicos humanos por 1los
nismos epitopos de los antigenos exjistentes en la meanbrana

plasmatica de las células MMT.

Los linfocitos humanos de pacientes con carcinoma mamario
se unen a determinadas regiones de la membrana plasmdtica de
las células MMT. Este fendmeno es evidente en los estudios
cinefotomicrograficos de intervalos en contraste de fases. Sin
embargo probablemente, no actian como linfotédxicos porgue no

reconocen la regidén Fc de los anticuerpos del suerc de ratdn
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gue intervienen como mediadores de la reaccién complemento-
dependiente en el caso de los linfocitos del raton.

Otra de las observaciones fue que sueros de pacientes con
carcinoma ductal infiltrante de mama que no tienen accién
toxica sobre las células MMT, contienen un factor capaz de
inducir un fenotipo compatible con diferenciacién glandular
mamaria.

Los estudios hechos en torno a todos estos problemas se
discuten e interpretan a continuacion y los datos se reunen en

una visién de conjunto en las fiquras 61.A a €1.D, como se ira

indicando.

a) Serotoxicidad {figura 61.3).

Los estudios de gerotoxicidad revelan los hechos
siguientes.

a.1) La absorcidn de los sueros sanguineos humanos con
células MMT, membrana plasmatica de células MMT o suspension de
MMTV elimina el efecto de los sueros humancs con =zactividad
serotéxica.

a.2) El empleo de suero humano gque es toxico en estado
nativo, pierde 1la serotoxicidad cuando el conplemento es
inactivado por calentamiento a 56° C durante 30 minutos.

a.3) Es decir, due:

a.3.1) El suero sanguineo humano es téxico para las
células MMT porque tiene anticuerpos que reaccionan
cruzadamente con los antigenos murinos de las células MMT.

a.3.2) La reaccidén es complemento-dependiente.
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i. Serotoxicidod (TOX):
+ MMT ——— TOX (+)
SHu CaMa (+) + absorcion con MMT o membrangs —— TOX ()
+ absorcidn con MMTV ———3p TOX ()

£l efecto téxico del SHu CaMa (+) reveia que existen AcHu que reaccionan con Aghu
de células MMT. Por lo tanto, existen reacciones cruzadas entre AgHu, AghViu y MMTV.

SHuU CaMa (+) —» inactivacion a 56*C, 30 min ——— TOX ()

Esto revela gque el efecto es complemento-dependiente.
(Los experimentos control se mencionan en el fexto.)

Il Inmunofiuorescencia (FLUOR):
+ MMT ———» FLUOR (+)
SHu CaMa () + absorcion con MMT © membrangs ——» FLUOR ()
+ absarcién con MMV —— FLUOR (<}
Estos experimentos demuestran una reqccidon enfre AcHu y AgMu y en parte con MMTV,
Se trata de una regccidn cneada entre Ag de MMIV y AgMu viro-informados vy

viro-inducidos presentes en céiulas MMT y AgHu homélogos.
(Los experimentos confrol se mencionan en ! texto)

Figura 61 A

REACCIONES INMUNOLOGICAS HUMORALES ¥ CELULARES CRUZADAS EN EL CARCINOMA
DE LA GLANDULA MAMARIA HUMANA Y MURINA (1/5)
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ll. Efecto de las inmunogiobuiings (ig) puritcadas:

Ig SHu CaMa (+) ——» MMT&

ZEIOSIS (+)
TOX ()
Ig ZEIOTICAS MMT——» MMT
ZEKOSIS (+)
TOX (=)
Ig MEMB MMT (elision Gcida) —— MMT <~
ZEICSIS (+)

TOX (+) a veces
Ig SHu CaMa (+)

+ SHu sanas no inactivado (leva C) ——3 MMT.

ZEIOSIS (+)
con mayor frecuencia— recuperacion
celular

TOX {-) inmediata
MMT con Ig——» elision Gcida — SHu CoMa (+) /
en MEMS de los g ~

N TOX (+) tardic

Estos experimentos muestran gue a pesar de que el SHu CaMa (+) es téxico, las Ig
purificadas a partir del mismo no son 1dxicas, SN0 que provocan una zeiosis. Los
vesiculos zeidticas desprendidas contienen IC hibridos (AgMu-AcHUW) y 1as céiios se
acabhan recuperanda. Es uno de los fendmencs de Inmunomodulacien v uno de 1os
mecanismos de escape de ias céluias cancerosas. Se produce cuando los anfigenos
50N 8sCAs0s v 10s anticuerpos abundantes. En cambio. las vesicuias zeidticas arrastian
anfigenos capaces de regccionar con anticuernpos libres,

La aparicién de tendmenos tdxicos cuando a ias Ig SHu CaMa (+) de mujeres sanas sin
inactivacion térmica, se debe ¢ g presencic de complemento, gue es necesario pard
la accién de las Ig. El que se conserve en muchos casos la zeiosis y no aumenten los
casos de toxicidad se puede dgeber a gue ef SHu CaMa (+) native no inactivauo
contenga. ademds de complemento, aigun factor adyuvante.

Las Ig téxicas se pueden elidrr por tratamiento acido de as células MMT intactas, de sus
mermbranas purificodas vy de Ias vesiculas zeidticas.

(Los expermentos control se mencionan en el texto )

Figurc 61 B

REACCIONES INMUNOLOGICAS HUMORALES Y CELULARES CRUZADAS EN EL CARCINOMA
DE LA GLANDULA MAMARIA HUMANA Y MURINA (2/5)
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V. Sueros no téxicos con efecto de diferenciacién glandular maomaria:

TOX (=)
SHU CaMa (-} —— MMT é: ZEIOSIS () )
_w FRACCION PM > 50 kDa

\ FOGM (+)
100% QA no se inactiva a 564C, 30 min.

TOX ()
| tgSHu CaMa () ——» MMT ZEIOSIS ()
FOGM (-}
5Hu sena  MMT » FDGM (+) 10% -——» no se inactiva

a 56=C, 30 min.

SHu embarozadg —~——p MMT ——— FDGM (+) 100% — 3 no se inactiva
a 56°C, 30 min.

A la uz de los resutados abtenidos se puede chbservar que el SHu CaMa () contiene un
factor de diferenciacion glanduicr mamaria (FOGM), que es una proteina > 86 kDa y con
gccién ndependiente del complemento (ya que es termoestabie y persiste utilizando
suero inactivado térmicamente},

El FDGM existe en el suero de todas laos embarazadas y en el 10% de ias mujeres sanas No
embarazadas.

Su presencia en un grupo de enfermas de cdncer de mame revela una derepresion
externpordnea de céluias gue tienen todavia copacidad de diferenciacion. Su existencia
en los embarozadas estd de acuerdo con sy estado, pora preparar la glédndula mamaria
para la lactancio. Su presencic en un peguefio porcentaje de mueres sanas no
embarazedas se relaciona posiblemente con una situacién hormonal particutar.

(Los experimentos control se mencionan en el texto.)

Figura 61 C

REACCIONES INMUNOLOGICAS HUMORALES Y CELULARES CRUZADAS EN EL CARCINOMA
DE LA GLANDULA MAMARIA HUMANA Y MURINA (3/5)
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V. Toxicidad de ios linfocitos de los ratones inmunizados

SMu de ratén
4 sano isdlogo >

/ SMiu autdlogo »

SMu autdlogo

/¥ absorbido con MMT ——
+ MMT nativas

LINFOTOX (-} A

LINFOTOX (+) B

LINFOTOX (= C

‘ (1
;“i SMu auidlogo
N absorbido con MMTV ——— LINFOTOX () CH
/
/
/
if K
SMu autdlogo
/ inactivado a 56°C, 30" ——— LINFOTOX (3 D
/
Crtoctos / > LINFOTOX ()
‘ F './
sensibizados —» + SHL CaMa (o -
ge roten inactivado (4) "
\ A g aufélogo » UNFOTOX ()
\ (2
\
\\
U MMT eiidas + SMu autélogo » LINFOTOY ()

)]

(1 Existe una reaccién de citotoxicidad citomediada dependiente de la presencia de
complemento y de Ac (C'DADCMC). La necesidod de Ac especificos se deduce de ios
diferencias entre el experimento A, en el gue no existen Ac especificos, el experimento B, i el
que existen Ac vy el experimento C, en el que los Ac especificos han sido absorbides. El

experimento D muestia el cardcter complemento-dependiente de la reaccion.

(2) Los AcHu unidos a los AgMu impiden la actividad de los lonfocitos murinos sensibilzados.

Pueden estar implicados otros factores sericos.

(3 Regecion C'DADCMC muy intensa. Los IC AgMu-AcMu fijados a la membrana plasmatica

bloguean la efectividad de las células T citotéxicas.

(&) Para evitar el efecto téxico, gue es complemento-dependiente.

Figura 61 CH

Reaccionses inmunoidbgicas humotaies y celulares cruzadas en el carcinoma de la gidndula

marnara humana y munna (4/5)
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VI, Suero de rotones iInmunizados

SMu de animal inmunizado ——— ———3 + MMT ————— NEGATIVO (=) (1

/ + MMT —————— POSTTIVO (+) (2)

SHu CaMa () ;"‘”

X SMU de animal — + MMT——— 3 NEGATIVO () (3)
inmunizado

(1> Los AcMu no son idxicos para los célulags MMT, pero son necesarios pora la
C'DADCMC (sisterma autdlogo).

(2) Los AcHu son téxicos para ias céiulas MMT (reaccion cruzada en sistema xenogénico),

(3) Los AcMu no tSxicos inhiben o los AcHu tdxicos. Ambos tipas de Ac compiten por los
mismos determinantes antigénicos de los AgMu.

Figura 61 D

REACCIONES INMUNOLOGICAS HUMORALES ¥ CELULARES CRUZADAS EN EL CARCINOMA
DE LA GLANDULA MAMARIA HUMANA Y MURINA (5/5)

Abreviaturas de las figuras 6 Aa 61D

TOX = serotoxicidad, positiva (+) o negativa )

MMT = célulos de adenocarcinoma muring de la finea MMT "in vitro'

SHu = suero sanguineo humano

SHu CaMa = suero de enfermas con carcinoma ductal infilirante de moma: con efectos toxicos
sobre células MMT (+), o carente de efectos toxicos (-}

MMTV = virus de l0s tumores mamarios murinos

FLUOR = inmunofiucrescencia, positiva (+) o negativa )

Ag = antigenos

AgMu = antigenos murinos

lg = inmunoglobuiinas )

Ig SHu CaMa {+) = inmunoglobulinas del suero toxico de enfermas con cancer de mama
MEMB = membrana plasmatica purficada de céluias MMT

C = complemento

FDGM = factor ge giferenciacion glanduiar mamaria, presente (+) o ausente (-}

SMu = suero sanguineo de ratdn

LINFOTOX = linfotoxicidad. positiva (+) o negativa (-

Ac = anticuerpo

IC = inmunocomplejos
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a.3.3) La membrana plasmatica de las células MMT y de
la cubierta del MMTV tienen antigenos homdélogos.

b) Inmunofluorescencia

En cuanto los estudios de inmunofluorescencia se encuentra
que:

b.1.} La inmunofluorescencia del suerc sanguinec, gue
presenta las enfermas con cancer de mama sobre las células MMT,
desaparece cuandeo los sueros son absorbidos previamente con
células MMT o membranas plasmaticas de las mismas.

b.2.) La inmunofluorescencia también es absorbida, y con
mayor eficacia, cuando se utilizan membranas de adenocarcinoma
mamario espontdneo de ratones C3H. En cambio, prdcticamente no
se absorbe con membranas de c¢élulas normales.

b.3.) La inmunofluorescencia del suero humano disminuye
sin desaparecer cuando es absorbido con MMTV purificado. Esto
se puede interpretar por la existencia de una reaccidn cruzada
entre algunog determinantes antigénicos de 1la membrana

plasmatica de las células MMT v algunos epitopos de la cubierta

del MMTV

¢) Inmunoglobulinas

Del estudio de las inmunoglobulinas purificadas se deducen
las siguientes conclusiones:

c.1) El efecto serotdxico del suero humano téxico no es

producido por las inmunoglobulinas purificadas a_ partir del

mismo suero téxico. En ausencia de complemento (que contiene el

suero no inactivado). En lugar de ellos se produce una activa
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zeiosis, desprendiéndose fragmentos de membrana cargada, de
complejos antigeno murino-anticuerpo~humanc que arrastran
pequetias porciones de citoplasma. Como se menciond en
"Resultados", las células sufren cambios morfoldégicos mas o
menos aparatosos cuando se ven por cienfotomicrografia de
intervalos. Al final, las células se recuperan y reinician su
crecimiento normal.

Diversos estudios han demostrado que este fendmeno se
observa cuando los antigenos son escasos v las inmunoglobulinas
abundantes o© cuando habiende wuna expresidén antigénica
suficiente en la membrana, la reaccidén es incompleta, como en
el caso de falta de complemento ¢ bloquec de epitopos. En estas
condiciones, las células neopldsicas pueden recuperarse.

c.2) El suerc humano normal no inactivado (por lo tanto
con complemento), mezclado con inmunoglobulinas de suero humano
toéxico de enfermas de carcinoma mamario es téxico para las
células MMT.

Pero las células MMT pueden evadir esta toxicidad. La
cinefotomicrografia de intervalos en contraste de fases muestra
que se produce =zelosis, o sea, fragmentos de merorana
plasmatica y citoplasma que contienen inmunocomplejos hibridos
(antigeno murino-anticuerpo humano).

Experimentos de diversos autores han demostrado que uno de
los procesos de inmunomodulacidén se debe a liberacidén de
antigenos de membrana con liberacidén de TAA gue sSe unen a los

linfocitos y a los anticuerpos circulantes impidiendo gque
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lleguen a las células cancerocsas. Este mecanismo de escape del
tumor al atagque Iinmunoldégico se ha observado en el cancer
mamario ascitico TA3/Ha murino (Nowotny y col, 1974), sublinea
de cancer mamarioc que suelta gran cantidad de TAA solubles de
la membrana plasmatica, a la vez que pierde muchos antigenos
del sistema H-2, por lo que se ha vueltco inmunorresistente.

Pensamos gque la inmunomodulacidén debida a liberacidn de
TAA solubles y formacidén de inmunocomplejos se produce en gran
parte a nivel de la propia membrana celular, y la liberacién de
vesiculas zeldticas que hemos registrado
cinefotomicrograficamente corresponde a la expresioén
morfolégica del fendmeno.

c.3) E1 efecto del suero téxico es blogueado ahadiendo
inmunoglobulinas obtenidas de vesiculas zeilodticas de células
MMT o inmunoglobulinas elididas a pH dacido de las membranas de
células MMT preincubadas con Ig de suero téxico.

Este hecho se puede interpretar pensando que las vesiculas
zeidticas que han sido liberadas por el tratamiento &cido
arrastran antigenos en cantidad suficiente para inhibier 1la
accidén de los anticuerpos 1libres gque ain no hubiesen
reaccionado con las células en las condiciones de nuestros
experimentos.

a.4) En las células MMT sometidas a una elucidn acida,
para separar las inmunoglobulinas humanas unidas a los
antigenos de membrana murinos, la adicién de SHu CaMa(+) no

produce efecto téxico en las células si se exponen
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inmediatamente después del tratamiento dcido, observandose en
cambio, cuando las células se exponene 24 horas después.

€.5) Tampoco hay toxicidad en los sistemas control:
combinaciones diversas sobre células de embridén de ratén
normales, © en la mezcla de suero humano e inmunoglobulinas de
mujeres sanas, sea sobre células normales o MMT.

ch) Diferenciacién glandular mamaria (figura 61.C).

Por lo gque respecta al analisis de los sueros humanos del
grupo de enfermas con cancer de mama gue en lugar de efecto
toxico muestra la existencia de factores de diferenciacidn
glandular mamaria (FDGM) se registraron los siguientes datos:

ch.1) La mezcla de suero humano normal e inmunoblogulinas
de los sueros humancs del grupc de enfermas de carcinoma
mamaric que no producen toxicidad, SHu CaMa(-), sino efectos de
diferenciacidén celular mamaria, nunca manifiesta fendmenos
toxicos sobre las células MMT, ni produccidn de zeiosis

ch.2) El1 suero con FDGM induce 1la diferenciacién
pseudoglandular en las células MMT. Los factores inductcres de
diferenciacién celular mamaria son proteinas y se encuentran en
la fraccidén de peso molecular mayor que 50.000 Da.

ch.3) E1l FDGM es termoestable, no siendo inactivado por el
tratamiento térmico a 56° C durante 30 minutos. Como en estas
condiciones se detruye el complemento, es evidente que la
actividad del FDGM es independiente del mismo.

ch.4) Los suercos sanguineos de algunas mujeres normales

poseen FDGM, igualmente con accién complemento-independiente.
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Aungque el efecto inductor de diferenciacidn celular mamaria de
ciertos sueros normales llega a ser marcado, hay sueros de
pacientes con carcinoma mamario con efectos diferenciadores mas
intensos, gque provocan 1la formacién de mayor numero de
agrupamientos pseudoglandulares bien desarrollados.

La produccién de FDGM corresponde a la expresidén de la
actividad de genes relacionados con la funcién especifica de la
glandula mamaria. Su aumento en las mujeres embarazadas parece
una consecuencia légica para la preparacién de la mana
lactante. En las pacientes con cancer de mama representan la
derrepresidn andmala en células gue no han perdido totalmente
la capacidad de Qdiferenciacidn. En las mujeres con sueros
toxicos no se producen por la represidén de los dgenes
diferenciadores en células que tienden a la indiferenciacioén.
En las mujeres sanas no embarazadas los genes de activacién
glandular mamaria estdn normalmente reprimidos, aungque hay una
pequena produccidn en algunos casos, posiblemente asnciada a
cambios hormonales.

d) Toxicidad de los linfocitos de los ratones inmunizados
(figura 61.CH}.

Examinando la citotoxicidad de los linfocitos para las

células MMT se hicieron las siguientes observaciones.

d.1. Los linfocitos de ratdn sensibilizados por los

antigenos MMT, puestos en presencia de células MMT producen un

efecto toxico cuando los linfocitos se suspenden en suero
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sanguineo murino autélogo.

d.2) El1 efecto linfotdéxico no se produce utilizando:
d.2.1) suero murino normal isdélogo; d.2.2) suero murino
autélogo absorbido con células MMT o con MMTV; o d.2.3) suero
murino autélogo inactivado a 56 ° C durante 30 minutos.

d.3) Se trata por lo tanto de wuna reaccidn de
citotoxicidad citomediada dependiente de la presencia de

complemento v de anticuerpos, C’DADCM. La necesidad de

anticuerpos especificos se deduce de la diferencia entre la
produccién de linfotoxicidad en presencia de suero autdlogo
nativo, que posee anticuerpos, y la ausencia de linfotoxicidad
en presencia de suero isélogo, que carece de anticuerpos anti-
MMT, asi como de suerc autdlogo absorbido con células MMT o
MMTV, en el que los anticuerpos han sido eliminados.

d.4) Los linfocitos sensibilizados de ratén suspendidos en
suero sanguineo humano téxico inactivado procedente de enfermas
con carcinoma mamario no manifiestan linfotoxicidad sobre las
celulas MMT.

El fendmeno se puede deber a gque los anticuerpos del suero
humano de las pacientes con cdncer de mama que Se unen a los
antigenos murinos de las células MMT blogueen la actividad de
los linfocitos murinos sensibilizados, gue no pueden acoplarse
con eficacia a los anticuerpos humanos.

e) Suero de ratones inmunizados (figura 61.D).

Por su parte, el estudio de la toxicidad del suero de

ratones inmunizados sobre las células MMT muestra que el suero



287

sanguineo de ratones inmunizados no es téxico para las células
MMT. Es decir, gue en el sistema inmunolégico autdlogo, los
anticuepos anti-MMT no son téxicos para las células MMT,
aungue, como vimos, son necesarios para la C’DADCM e impiden,
por otra parte, que los sueros humancos toxicos ejerzan sus
efectos cuando se anaden a células MMT cultivadas en su
presencia.
Por lo tanto, también en este caso se puede pensar que

existen antigenos homélogos en las células cancerosas mamarias

humanas v murinas. En gran parte, se trataria de antigenos
celulares viro-inducidos, en el caso de las células murinas, el
resultado de la expresidén de genes celulares homélogos del

virus murino MMTV, en el caso de las células humanas.

V.B.6. UTILIDAD POTENCIAIL DE ALGUNOS PRODUCTOS DE LAS CELULAS
CANCEROSAS COMO MARCADORES TUMORALES O COMO INDICADORES

DE PRONOSTICO

Existen actualmente métodos para la caracterizacidén de
secuencias de tipo virico en las células humanas. Como se ha
mencionado, estudios de diversos autores indican gque puede
tratarse de genes humanos homélogos de virogenes murinos que
pueden transcribir virus oncogénicos de tipo ARN, como el MMTV,
aungue en el caso de las células humanas no se comporten como
auténticos virogenes.

No obstante, no se puede perder de vista gue en algunos



288

casos de carcinoma mamario humano sSe ha encontrado
transcriptasa inversa e incluso particulas viricas, que poedrian
proceder de la induccién, bajo ciertas condicicnes, de
virogenes humanos habitualmente defectivos.

Los genes humanos homdélogos de los virogenes murinos
pueden proceder de un origen filogenético comin, gque en el caso
de los ratones dio lugar a un retrovirus oncogénico, no asi en
el caso de los genes humanos correspondientes. No obstante, no
se puede descartar la posibilidad de que las células humanas
contengan virogenes defectivos, gque sélo en determinadas
circunstancias pueden transcribir particulas viricas defectivas
y, rara vez, particulas viricas maduras o vegetativas.

Lo clerto es que la relacidn de algunos antigenos humanos
Y nurinos emparenteados con los antigenos del MMTV revela dque
el genoma de las células cancerosas de gldandula mamaria humana
contiene una regién de acido desoxirribonucleico complementario
del ARN del MMTV. Por experimentos realizados por otros grupos
se sabe que una de las regiones complementarias es del tipo de
la secuencia LTR, gue es promotora de la actividad de algunos
oncogenes celulares.

Existen también antigenocs tumor-asociados homélogos de
los carcinomas mamarios humano y murino no emparentados con los
antigenos de las particulas del MMTV. Esto significa gue en el
carcinoma mamario humano sin virus vegetativos existen
antigenos homélogos de los antigenos inducidos por el MMTV en

el carcinoma mamaric murino.
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En el trabajo que presentamos, es de destacar el hecho de
gue la cantidad de anticuerpos téxicos para las células MMT,
cuando existen, la inmunofluorescencia positiva, la absorcidn
de anticuerpos citotdxicos por el MMTV, la existencia de
linfotropismo hacia las células MMT y la ausencia de
inmunocomplejos parecen relacionarse favorablemente con la
supervivencia de las pacientes con carcinoma ductal infiltrante
de mama, incluso en presencia de ganglios regionales (axilares)
afectados.

De hecho, la ausencia de anticuerpos anti-MMTV en mujeres
con cancer de mama Yy afectacién ganglionar, fue de mal
pronéstico en la pequena muestra valorada en estos trabaijos.

En nuestro estudio, al cabo de varios anos, las unicas
pacientes con carcinoma mamario y afectacidédn ganglionar due
sobreviven son las tres que tuvieron un titulo elevado de
anticuerpos anti-MMT y anti-MMTV y linfotropismo evidente sobre
las células MMT y no formaban inmunocompleijos.

En la literatura hemos encontrado algunos trabaios que
tiene cierta relacién con el nuestro.

Chaitnik v col. (1987) estudiaron 91 casos de cédn-er de
mama en estadio I, hasta 14 anos después de la mastectomia: la
supervivencia a los 10 afios del 65 %, existiendo una ligera
tendencia a mejor supervivencia, pero de escasa significacién,
cuando habia infiltracién linfocitaria perivenosa, infiltracidn
linfocitaria tumoral difusa o histiocitosis sinusal de los

ganglios linfdticos no invadidos. Tampoco hay grandes
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variaciones con el tipo histolégico, diferenciacidén nuclear,
edad y raza con la situacidn medial o lateral. Unc _de los
tactores de mds clara significacién prondstica es la existencia
tisular de un antigeno gue da reacidén cruzada con la

glicoproteina de 52 dalton (gp52) de la cubjerta del MMTV, Este

antigeno no existe en todes los tumores mamarios ni tiene
relacidon con las reacciones inmuncldégicas del organismo.

Herberman (19792) estudié la inmunocompetencia celular y

la inmunidad mediada por células en varias pacientes con céncer
de mama, observando que algunas de las mismas presentaban una
depresidn de la respuesta linfoproliferativa frente a la PHA en
cultivo linfocitario mixto, imputable en algunos casos a las
células supresoras. Muchas pacientes con cédncer de mama
presentaban una inmunidad celular frente a extractos de tumores
autélogos y alogénicos, asi como linfoproliferacién e
inhibicidén de la migracidén leucocitaria. Cierto numeroc de
mujeres presentaron reaccidn frente a antigenos asociados con
el MMTV. Algunos de 1los tests inmunoldgicos celulares
presentaron correlacidén con la evolucidn clinica y, por tanto,
podrian utilizarse en el manejo de las mujeres con cancer de
mama.

Mediante la técnica de la ventana cutdnea, Black y Leis

(1973) mostraron la existencia de reacciones inmunolégicas
contra «c¢élulas de carcinoma mamaric autdlogo. Para 1la
realizacién de esta técnica, se preparan finos cortes de tejido

de carcinoma mamario con un criostato, se montan sobre un
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cubreobjetos y se aplican sobre una zona de piel previamente
erosionada ligeramente. A las treinta horas se observa al
microscopio la presencia de distintos tipos celulares. E1
aumento de 1linfocitos basdéfilos y células mononucleares
corresponde a un prondstico mas favorable (Black v Leis, 1971).
La respuesta es mayor en las fases inciales gque en las
avanzadas del desarrollo tumoral. La reaccidén positiva de la
ventana cutdnea va acompanhada de reaccién linforreticular de
los ganglios axilares.

Black y col (1988) valoraron en 267 pacientes inmunidad
citomediada por medico de la ventana cutdnea, observando la
respuesta de las células mononucleares sobre fragmentos de
tejido canceroso autélogo, con seguimiento periddico durante 10
anos. En el momento de iniciar el estudio, ningun caso tenia
metastasis c¢linicas. La reactividad tiene significado
prondstico respecto a la supervivencia a 5 anos, ajustando
edad, histopatologia y estadio.

En 1los carcinomas poco diferenciados, la respuesta
correspondia a mayor supervivencia. En los carcinomas bien
diferenciados la evolucién fue favorable tanto en los cas?»s que
respondian como en los gue no respondian.

La reactividad depende de un antigenc de las células
cancerosas que es homdlogo del antigeno gp55 del MMTV RIII y
son equivalentes en la ventana cutdnea a la reaccidn
monocitaria frente a tejido canceroso autdlogo y frente a

antigeno RIII-gp55.
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Segun estos autores, el prondstico del cédncer de mama
puede hacerse en funcién de su grado de diferenciacidn nuclear
y de la respuesta del organismo a tejido canceroso autdlogo o
a RIIT-gp55 en la prueba de la ventana. Los casos que responden
obtienen posiblemente mejores resultados con la inmunoterapia
© los moduladores de la respuesta bioldégica.

Nosotros pensamos que algunos de los hallazgos realizados
en este trabajo podrian tener utilidad en la clinica como
indicadores prondsticos. Para ello seria necesario
correlacionarlos con marcadores tumcorales, como CAl5,3 MCA vy
CEA, vy con la valoracidn de las actividades séricas de las
isoenzimas lactato deshidrogenasa (LDH), fosfohexosa isomerasa
(PHI), ceruloplasmina, fosfatasa alcalina (AP) y gamma-glutamil
transpeptidasa (GGT). El1 andlisis de pacientes en diversos
estadios de cdncer de mama muestra gue la CAl15.3 y el MCA son
mucho mds sensibles, que el CEA, superandolos este en
especificidad. También se encuentra relacion paralela entre las
concentraciones de CAl5.3 y MCA con el estadio y evclucidn
tumoral. Por su parte, las actividades de las enzimas séricas
LDA y PHI aumentan cuando existen metédstasis pulmonares.

Con la preocupacion de encontrar nuevos marcadores se
estan desarrollando muchos estudios. El anticuerpo monoclonal
murino PR92 obtenido contra la linea celular DvV1i45, de
adenocarcinoma de prdéstata humana, reacciona con las células
DV145, con las MCF-7, de adenocarcinoma mamario, y con las

células CHAGO, de carcinoma pulmonar. No reaccioné con lineas
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celulares normales ni de otras 16 1lineas cancerosas. El
antigeno reconocido por el AMC DV145 existe también en el suero
sanguineo del 74 % de los casos de carcinoma de prdstata y del
87 % de enfermas de carcinoma mamario. El antigeno sdolo se
detecté en 1 % de sujetos normales y 2 % de las lesiocnes
mamarias benignas (Kim, Robinson y Tomita, 1989). DV145 puede
ser un buen marcador para diagndstico y seguimiento de 1los
carcinomas de préstata y mama.

Experimentos mas reclentes muestran gue la mucina del
carcinoma mamario (BCM) puede ser un marcador de los tumores
mamarios pretratamiento. La BCM es uno de 1los antigenos
asociados al cdncer de mama vy ha sido definido por anticuerpo
monoclonal. Se ha visto que esta glucoproteina de alto peso
molecular, no especifica de estos tumores, también aumenta en
tumores de origen ovarico, pulmonar (adenocarcinoma),
prostdtico y colorrectal.

Mediante un método nuevo denominade IMx, gue utiliza
exclusivamente el monoclonal M85, ha sido posible determinar
concentraciones de BCM en liquidos bioldgicos. Este anticuerpo
monoclonal es una IgM y se obtuvo utilizando como inmundégeno
una glicoproteina aislada del liquido ascitico de un paciente
con carcinoma. Tras el estudio del BCM-IMx en pacientes con
patoleogia mamaria, se ha visto gue presenta un comportamiento
similar al obtenido con otros antigenos definidos por otros
anticuerpos monoclonales, como el CAlb.3, CA549 y MCA, por lo

que puede ser utilizado como seguimiento en tumores mamarios
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para la deteccidn precoz de recidivas y/o metdstasis, asi como

para valorar la respuesta al tratamiento.

VI. CONCLUSIONES

Hemos estudiadc las reacciones inmunoldgicas humorales vy

cito-mediadas del carcinoma de la glandula mamaria en el ser

humano y en los ratones.

Hemos confirmado algunos datos ya conocidos y enlazado con

hallazgos propios, que relacionan distintos aspectos de 1la

inmunologia del cancer de mama, algunos de posible aplicacidn

practica.

1.

El carcinoma ductal infiltrante de mama humano y el
adenocarcinoma mamario del ratén tiene reacciones
cruzadas que abogan por la presencia de antigenos
tumor-asociados comunes.

El suero de pacientes con carcinoma de mama contlene
anticuerpgs anticancergsos termoestables Y
complemento-dependientes que provocan citolisis de
las células MMT.

Las inmunoglobulinas purificadas que contienen los
anticuerpos de los antisueros humanos, provocan

marcados cambios en las células de carcinoma mamario
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murino (MMT)}, pero no ocasionan su lisis. Ademds del
complemento parece existir un factor activador
sérico que es necesario para la accién litica de las
inmunoglobulinas antineoplédsicas.

Los anticuerpos antineopldsicos forman inmunocomple-

jos circulantes e inmunocomple-jos fijos a la membrana

celular. Se detectaron inmunocomplejos circulantes en
el suero de pacientes y de ratones con cédncer mamario
y en la membrana de las células MMT. La evglucidn
neopldsica es mas rapida en presencia de
inmunocomplejos blogqueantes circulantes y fijos.
Cuando los anticuerpos tdxicos se afiaden en ausencia
de complemento, en las células MMT se produce zeliosis
seguida de recuperacién. Como se sabe, este es uno de
los mecanismos de la medulacidén inmunoldégica.

En las vesicula zeidéticas que se liberan al medio de
cultivo se detectan anticuerpos gue forman
inmunocomplejos heterdlogos de tamafios moleculares
muy diversos, por lo gue pensamos que los registros
cinefotomicrogrdficos expuestos en este trabajo
representan la expresién morfoldgica de la formacidn
de algunos inmunocomplejos.

Los anticuerpos de las mujeres con carcinoma mamario
reaccionan c¢on antigenos de las células MMT,
membranas alsladas de las mismas y virus de los

tumores mamarios murinos (MMTV) purificado.
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Los ratones inmunizados con células MMT presentan en
su suero anticuerpos no citotdxicos capaces de
inhibir 1la serotoxicidad de los sueros de las
enfermas.

Algunos antigenos humanos y murinos emparentados

tienen relacidén con antigenos del virus del tumor

mamario murino (MMTV), aunque no se observen

particulas viricas en los tumores humanos. Dichos
antigenos son la expresién proteica de la actividad
de secuencias enddégenas de ADN homélogas del ADNc del
MMTYV.

Existe una correlacién directa entre cantidad de
anticuerpos anti-MMT y supervivencia de las pacientes
con SHu CaMa(+), incluso en presencia de afectaciodn
ganglionar.

Los sueros de todas las mujeres sanas embarazadas
contienen un factor de diferenciacién glandular
mamario (FDGM) que existe también en el suero de
algunas mujeres sanas Yy en muchas pacientes de cdncer
de mama. El FDGM es termoestable y complemento
independiente, con un P.M. > 50 KDa.

La expresién aumentada de FDGM en las pacientes no
serotdxicas puede corresponder a la derrepresién en
el genoma alterado de las c¢células cancerosas de los
genes implicados en la diferenciacién de las

glandulas.
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La expresién disminuida de FDGM en las pacientes
serotéxicas puede corresponder contrariamente a la
represion de los genes implicados en la
diferenciacién de estas células.

Los resultados obtenidos en los estudios realizados
a diferentes temperaturas indican que existe una
correlacidén inversa entre proliferacidn y
diferenciacién. EL FDGM parece actuar a través de un
receptor presente en la membrana, gue no se expresa
por igual en todas las células MMT.

El FDGM induce un proceso fenotipico que necesita de
su presencia continua para manifestarse vy para
mantenerse.

Los linfocitos de pacientes con carcinoma de mama y
de ratones inoculados con células MMT manifiestan la
existencia de una reaccidén mediada por células que es
complemento-dependiente y anticuerpo-dependiente

(C’DADCMC) contra las células MMT.

Los linfocitos de las pacientes presentan tropismos
sobre las células MMT que no se observan en las
mujeres sanas.

Existe una buena correlacidén entre la presencia de
estos tropismos y la supervivencia de las pacientes.
Con los sistemas experimentales utilizados se puede
concluir gque hemos encontrado datos de potencial

interés como indicadores pronosticos del carcinoma
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ductal infiltrante de 1la glandula mamaria en la

mujer:

19.1.

19.2,.

19.3.

19.4.

19.5.

19.6.

Manifestacién de serotoxicidad del suero
de las pacientes sobre células MMT. La
supervivencia aumenta conforme la cantidad
de anticuerpos anti-MMT es mayor.
Presencia en el suero sanguineo de las
pacientes de anticuerpos anti-MMTV. E1l
aumento de 1la cantidad de anticuerpos
anti-MMTV es proporcional a la
supervivencia.

Existencia de inmunocomple jos circulantes.

El aumento de la cantidad de
inmunocomplejos circulantes es
inversamente proporcional a la
supervivencia.

Presencia de una reaccién C/DADCMC contra
células MMT.

Linfotropismo de 1los linfocitos de 1las
enfermas hacia células MMT.

Inhibicion del linfotropismo positivo por
el suero sanguineo de ratén inmunizado con

celulas MMT.
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ESTUDIO DE ALGUNOS FENOMENOS XENOGENICOS ENTRE CANCEFR
MAMAR I HUMANO Y MURING

Tesis doctoral que presenta Herminia Valladares Alvarer
FE DE ERRATAS ADVERTIDAS

1. Pigina 1B%, figura 18. En el eje de las ordenadas, donde dice
"mg/ml" . debe decir “ug/ml". En el pie de la figura, donde dice
"células de adenocarcinoma mamario murino CLH3/He...". debe poner
"células MMT,.."

Z. £n la tabla VI, pdgina 190, hay alqunos errores de
transcripcion de los wvalores de la Dlas en ug/ml. Para las ceélulas de
cancer mamario murino CA3H/He debe ser 22 en vez de 4 y para las celulas
cdncer mamario murino MMT  debe ser 4 en lugar de 22. Por su parte. el
valor para el virus del tumor mamario (MMTV), debe ser & vy no 400. BSe
adjunta la tabla corregida.

3. En las "Conclusiones”", pdgina 297, pdrrafo 16, donde dice "lLos
linfocitos de pacientes con carcinoma de mama y de ratones inoculados
con células MMT...", debe decir "los linfocitos de vratones inoculados
con células MMT,..". va que los linfocitos humanos no manifiestan una
reaccion U°DADCMC  anti-MMT, como se indica en el texto., Por la micma
razon se debe suprimir el punto 19.4 de la pdaina 298.

q, t.a misma errata de transliteracidén de datos aparece en el
resumen que se adjiuntd en hoja aparte. Se acompana esta fe de erratas
con el resumen corregido.
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