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PROLAOCO

En la actualidad se conocen muchos datos de la virología

e ininunología del cáncer de mama, tanto humano como murino.

Numerosos investigadores han trabajado en este campo

encontrando relaciones serológicas entre el cáncer de mama

humano y el virus del tumor mamario murino (MMTV), así como

diversas homologías entre los ácidos nucleicos de ambos.

En este trabajo hemos querido investigar algunos aspectos

de este interesante problema, intentando ver las posibles

relaciones entre las reacciones humorales y celulares del

carcinoma ductal infiltrante de mama en mujeres premenopánsicas

y del adenocarcinoma mamario murino, que según la subcepa de

ratones o la sublínea celular “in vitro” contienen en algunos

casos partículas de MMTV maduro y en otros casos provirus

incorporados al genoma celular. Se trata pues de un modelo

experimental cruzado que es a la vez completo y complejo.

Durante el estudio se observó que los sueros de algunas

pacientes producían la muerte de las células xenogénicas

cancerosas, mientras que los sueros de otras pacientes inducían

su diferenciación (reacciones por anticuerpos y por un factor

de diferenciación, respectivamente).

De aquí partió el estudio, en cuyo curso, además de estos

factores humorales, se observaron reacciones de linfotropismo

y linfotoxicidad de los linfocitos de pacientes con cáncer de
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mama sobre las células MMT, que varían con los suplementos

añadidos al medio de crecimiento del cultivo “in vitro”.

En el trabajo se intentan aclarar algunos puntos de los

fenómenos encontrados y, eventualmente, buscar posibles

aplicaciones a la clínica, animados por algunos de los

resultados obtenidos.
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1 — OB~7ETIVOS DEL. PRESENTE

TRASA3O

El cáncer de mama es una de las enfermedades más

frecuentes y serias de la mujer. Es la patología oncológica

responsable de la mayor morbilidad y mortalidad de la mujer

adulta joven. Ha sido y es objeto de la mayor variedad de

procedimientos diagnósticos y terapéuticos. Es quizá uno de los

tumores humanos que dispone de los modelos experimentales más

complejos y diversos.

De todos los tumores, es en el que se han descrito

relaciones con las posibles causas y situaciones más variadas:

hormonas, virus, medicamentos, radiaciones, implantes, campos

magnéticos, situación inmunológica, raza, hábitos culturales,

status económico, conducta sexual, embarazos, partos, abortos,

amamantamiento, dieta, estrés, etc.

A mí en particular me ha interesado especialmente la

descripción de reacciones cruzadas entre el cáncer mamario

humano 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 explicación razonada de los resultados.

No resistí la tentación de comenzar el trabajo con una

revisión, sin dejar de tener presentes algunos aspectos que
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aparentemente quedan lejos del problema central de la tesis

(como desarrollo embriológico, histogénesis y clasificaciones

clínicas), 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

inquietud.

Para conocer bien el tema, hice un amplio recorrido de la

literatura científica y médica, tratando de recoger con cierto

detalle los principales hechos sobre virología e inmunología

del cáncer mamario humano y murino.

Para la realización de este trabajo fue necesario utilizar

un gran número de técncias experimentales. Considerando mis

dificultades para poder disponer y procesar una muestra grande

de pacientes y con objeto de hacer los resultados lo más

homogéneos posible, seleccioné únicamente enfermas

premenopáusicas, todas con un sólo tipo histológico de tumor

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

el 76 % del total de los carcinomas mamarios.

En nuestra muestra, el 60 % presentaron ganglios

linfáticos regionales invadidos.

Como controles utilizamos un grupo de mujeres sanas no

embarazadas y otro pequeño grupo de mujeres sanas embarazadas.

De las mujeres se extrajeron suero sanguíneo y linfocitos,

para emplearlos como se indicará oportunamente.

Las reacciones serológicas cruzadas y otras inter—

relaciones inmunológicas y víricas fueron estudiadas utilizando
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adenocarcinomas mamarios espontáneos de la cepa homozigótica de

ratones C3H/He y cultivos ‘Un vitro” de células de la línea

MMT, establecida a partir de un adenocarcinoma mamario de un

ratón Fl(C57B1 x A).

Las pruebas de tumorigenicidad de las células MMT se

hicieron en ratones Swiss. Estos mismos fueron inmunizados con

células MMT y aprovechado su suero y linfocitos.

Para la preparación de inmunosueros se emplearon conejos

de raza neozelandesa, grandes y buenos productores de

anticuerpos. Como antígenos se utilizaron sueros e

inmunoglobulinas humanas, células MMT y C3H/He o membranas de

las mismas y MMTV.

Algunos fenómenos fueron estudiados morfodinámicamente

meidante cinefotomicrografía de intervalos en contraste de

fases.

Los tumores mamarios de ratón C3H/He fueron también

utilizados para el aislamiento y purificación del virus de

Bittner del tumor mamario o MMTV.

Los objetivos iniciales del trabajo consistieron en

estudiar los efectos de los sueros sanguíneos y los linfocitos

de las mujeres con cáncer de mama y de las mujeres sanas sobre

una línea establecida ‘Un vitro” de células de adenocarcinoma

mamario de ratón.

En el curso de estos estudios se realizaron hallazgos que

consideramos de suficiente interés como para profundizar en

ellos, desarrollando incluso técnicas especificas para algunos
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propósitos.

Al final se exponen las principales conclusiones que se

pueden derivar de nuestro trabajo.
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II — REVI SION DEL PROBLEMA

DEL CAN CE fl DE MAMA

El problema del cáncer de mama es de gran relieve, ya que

en muchos países representa en la actualidad el tumor maligno

más frecuente en la mujer. Se calcula que alrededor de un 7—9%

de las mujeres lo desarrollarán en el transcurso de su vida. A

su gran morbilidad añade una mortalidad elevada y es, en muchos

países, una de las principales causas de muerte en las mujeres.

II.A. DESARROLLOEMBRIOLOGICOE HISTOGENESIS DE LA flAMA

Las mamas están formadas por glándulas rodeadas de tejido

conjuntivo y tejido adiposo y recubiertas en su superficie por

piel. Las glándulas confluyen en conductos de calibar creciente

que finalmente terminan en los canales secretores desembocan en

el pezón.

La primera manifestación de la glándula mamaria en la

especie humana se produce al final de la sexta semana de la

vida embrionaria, presentándose como un engrosamiento del

ectodermo a lo largo de dos líneas llamadas líneas mamarias o

pliegues mamarios que van desde la axila hasta la ingle del

mismo lado. Las células epiteliales crecen penetrando el

mesénquima subyacente, lo que suele realizarse sólo en un

pequeño segmento de la línea mamaria localizada a nivel
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torácico, aunque en ocasiones se desarrollan glándulas

suplementarias a otros niveles del pliegue mamario, dando lugar

a mamas supernumerarias.

Con el desarrollo del embrión, en el lugar en que se

desarrollarán las mamas las células epiteliales forman un

pequeño acúmulo de 16 a 24 brotes de células epiteliales que

penetran en el mesénquima subyacente en distintas direcciones.

Cada uno de estos cordones durante el período fetal se ramifica

y se canaliza, formando los conductos galactóforos y dando

lugar a una glándula exocrina comDuesta cuyos conductos

desembocan inicialmente en una pequeña fosa epitelial que

posteriormente se convierte en el pezón por la proliferación

del mesénquima subyacente.

Esta es la situación 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 estradiol (E), pero para que se

produzca el verdadero desarrollo alveolar es necesaria la

acción sinérgica de la progesterona (E’), en una proporción E:P

entre 1:2 y 1:100. Las mamas aumentan de volumen, en su mayor

parte por acumulación de grasa en el tejido conectivo que rodea

los lóbulos y los lobulillos. El desarrollo de los conductos

epiteliales se produce también, pero es menos notable que el

hecho anterior.

En el varón, el cambio de las mamas en la pubertad es
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mínimo o nulo; cuando ocurre agrandamiento de la mama del

varón, se produce de forma similar a la mujer y da lugar a la

denominada qinecomastia.

T1.B. ESTRUCTURAHISTOLOGICA DE LA MAfiA EN REPOSO

La mama en renoso está formada por 15 a 20 lóbulos

localizados en la región profunda de la mama en forma radial

respecto al pezón, y están separados entre si por tejidos

conjuntivo denso, rico en células adiposas, o tejido conjuntivo

interlobular. El lóbulo está formado por un canal secretor,

llamado también canal interlobular o galactótoro de primer

orden, formado por epitelio pavimentoso estratificado no

queratinizado con una membrana basal que lo separa del tejido

interlobular subyacente dilatado en su porción terminal o sinus

lactífero, que se abre en un poro galactóforo a nivel del

pezón.

Cada lóbulo está subdividido en lobulillos, los cuales

están 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 lobulillo

posee un canal excretor interlobulillar o galactóforo de

segundo orden, que nace de una división dicotómica del canal

galactóforo de primer orden. A su vez, los canales galactóforos

de segundo orden tienen una ramificación dicotómica dando las
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ramificaciones terminales o canales intralobulillares, en cuyas

terminaciones proliferan las porciones secretorias túbulo—

alveolares. Estos canales están rodeados por tejido conectivo

celular, llamado tejido conjuntivo intralobulillar, que

contiene fibroblastos, macrófagos, linfocitos y células

plasmáticas.

Durante los ciclos menstruales, se producen cambios

mamarios, destacan en la fase estrogénica un moderado estímulo

proliferativo de las células epiteliales que se inhibe en la

fase progestagenica. Al final de esta fase se observan

nuevamente modificaciones que se se deben fundamentalmente a

vasodilatación y edema del tejido conjuntivo.

En la menopausia, la disminución de estrógeno y

progesterona da lugar a una atrofia progresiva del sistema

canalicular excretor y de los túbulo—alvéolos, retornándose a

un estado que morfológicamente es bastante similar al

prepuberal.

II. C. CAMBIOS MAMARIOSDURANTEEL EMBARAZO

Durante el embarazo, diversas hormonas como la prolactina,

la progesterona, el estrógeno y el lactógeno placentario

humano, intervienen en las modificaciones de las mamas, además

de requerir la acción 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 rápida

ramificación de las porciones terminales del sistema

canalicular. De esta forma, se originan muchos túbulo—alvéolos,

porción secretora de la glándula, compuestos por una sola capa

de células cilíndricas. También se observan células

mioepiteliales curvas en su periferia. Con el desarrollo de

este sistema, el tejido conjuntivo intralobulillar va

disminuyendo, quedando reducido a unos tabiques muy finos ricos

en capilares. También el tejido conjuntivo interlobulillar

queda adelgazado.

En los últimos meses, el desarrollo túbulo—alveolar se

lentitica. Las células empiezan a segregar un líquido rico en

proteínas y pobre en lípidos, constituyendo el denominado

calostro, que se acumula en los alvéolos y conductos.

II. CH. CAMBIOSMAMARIOSDURANTEEL PERIODODE LACTANCIA

En el establecimiento de la secreción láctea, además de

las hormonas permisivas anteriormente indicadas, juegan un

papel esencial otras hormonas como la prolactina y la

oxitocina, cuya produción se estimula cuando las mamas se

vacian al amamantar. Entre las mamadas la leche se acumula en

los túbulo—alvéolos y es expulsada cuando el bebé vuelve a

mamar. Así, la producción de leche desaparece si las mamas no

son evacuadas; también se inhibe con la administración de

estrógenos, por acción directa sobre la mama, o de
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bromocriptina, que inhibe la producción de prolactina por la

hipófisis.

La secreción de leche no se produce hasta pasados dos o

tres días del parto; durante estos días, lo que se secreta es

el calostro.

El sistema de conductos y alvéolos presenta signos de

marcada actividad secretora, con células prismáticas altas

llenas de gotitas de lípidos y granos de secreción. La

secreción de leche, se realiza de forma mixta, siendo apocrina

para las gotitas de lípidos y merocrina para los granos de

secreción proteica.

II. D. CLASIFICACION HISTOLOCICA DEL CANCER MAMARIO

La realización de una clasificación histopatológica del

cáncer de mama, además de establecer el diagnóstico, tiene

valor a la hora de hacer una valoración pronóstica de la

paciente y de intentar un mejor conocimiento de la biología de

dicha enfermedad.

Ya describimos anteriormente las principales estrucutras

anatómicas de la mama. Las glándulas desembocan en conductos

epiteliales de calibres crecientes: conductos glandulares

pequeños, 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 1 tenemos una clasificación histológica de los
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Fbi gura 1

Frecuencia de los tipos morfológicos del cáncer de manta
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CARCINOMASPUCTALES
Carcinorias ir~traducta1eso UdS

Sólido u obstructi.’o íco>iedocarcinona>
Papilar
Cribitoroe

Carcino~as ductales intiltrantes
CARCIID<A WEULILLKR

— Carcinona intralobulillar o LCIS
Tipo 1

Tipo B
Carcino~a lobulillar xn?asl:o

CARCI&mATUBULAR
CARCTIKRA MDCImso O a)WIDE
CARCINOMAPAPILAR
CARCIIIOMA MEDULAR
CARCINOMAADENOQUISTIC¶)
POMASRARAS DE CÁNCERMANARJO

Carcínonasecretor~u;enI
Carcino¶aescanoso
Carcínonanetaplasico

Ep~teliai o carcinoria apocrlno
Nesenguinatoso

Osteosarcona
Copiresarco na
Míy~to o carcinosarcona

Secretor de ilpidos
— Metaplasía escanosa

Carcinona histiocitoide
- Carcinona arqirotílo o carcinoide

FORNAS FSPECIALFS DE CARCIOASIWWUOS
EnterL,edadde Paaet
Carcinona intianatorio

SARCUIAS DE NANA
- Puros rtibrosarconas,líposarcorias,neurosarconas,etc.>
- ~4x~tos
— Cistosarcona phyllodes

KETASTASIS DE OTROSTINORES NO MANARIOS EN KANt.
Lintona
Melanona

- Otros

Tabla 1

Clasificación histológica de los tuEres de r~ana



28

tumores de la mama.

1. Carcinomas ductales. Es el cáncer mamario que se

presenta con más frecuencia. Existen dos formas:

1.1. Carcinomas intraductales. Los carcinomas ductales “in

situ” (DOIS), se producen en el epitelio ductal, dentro de la

luz de los conductos mamarios, sin afectación del estroma. Con

frecuencia son multifocales. El pronóstico es muy bueno,

presentando una probabilidad de colonización ganglionar axilar

muy baja. Por su estructura microscópica, se conocen tres

tipos:

a) Carcinomas napilares. Presentan una configuración

papilar. Suponen aproximadamente un 1 % de los cánceres

mamarios.

b) Carcinoma intraductal sólido o comedón. Presenta un

crecimiento más denso de los conductos, con detritos centrales

característicos.

c) Carcinoma intraductal cribiforme. Su grado de necrosis

es pequeno.

1.2. Carcinomas ductales infiltrantes. En ellos, no se

reconoce ninguna estructura histológica especial, encontrándose

distintos grados de fibrosis. Suponen aproximadamente el 70-80

% de los cánceres de mama. Es el grupo de peor pronóstico,

hallándose con frecuencia afectación ganglionar axilar.

2. Carcinoma lobulillar. Se origina de los conductos

pequeños o terminales. Según exceda o no los límites del lóbulo

o conducto terminal del que se originó, puede ser invasivo (5—
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10 %) y no invasivo o “in situ” (LCIS) (5 %).

2.1. Carcinoma lobulillar invasivo. Es muy típica la

disposición lineal de las células, en fila india. Con

frecuencia se asocia a otros tipos neoplásicos ductales. Su

pronóstico es similar al del carcinoma ductal infiltrante.

2.2. Carcinoma intralobulillar o LCIS. Tiene una

incidencia de mitosis baja. Aproximadamente un 70 % de los

casos son multicéntricos en la misma mama y un 25—30 %

bilaterales. Se presenta fundamentalmente en mujeres

premenopáusicas. No es palpable. Presenta dos variedades

diferentes, según la población celular: cuando la población

celular es más homogénea, se habla de variedad tino A; cuando

posee mayor polimorfismo y menor cohesividad celular, se habla

de variedad tino B. En un 25—30 % de las mujeres, con un

período de latencia largo, se desarrolla un carcinoma

lobulillar infiltrante.

3. Carcinoma tubular. Originado igualmente a partir de los

conductos grandes, presenta forma de túbulo y es altamente

diferenciado. Con frecuencia presenta componentes de carcinomas

intraductales. En un alto número se encuentra en la “cicatrices

radiales”, aunque no todos se originarían de ellas. Supone un

1—2 % del total. Presenta un buen pronóstico.

4. Carcinoma mucinoso o coloide. Se origina en los

conductos grandes. Las células epiteliales se hallan en una

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

presenta en mujeres ancianas, con un pico máximo de incidencia
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en los 60 años. Su pronóstico es mejor cuanto mayor es el

componente mucinoso.

5. Carcinoma papilar. Originado de los conductos grandes.

Supone un 1—1,5 % del total de cánceres mamarios. Es rara la

afectación ganglionar axilar.

6. Carcinoma medular. Se origina a partir de los conductos

grandes. Es rico en parénquima y se caracteriza por una

infiltración abundante de células mononucleares (linfocitos T,

células plasmáticas y macrófagos) en la periferia. Supone un 5—

7 % del total de cánceres de mama. Es uno de los de mejor

pronóstico, presentando un índice de metástasis y recidiva

bajo, con una supervivencia a los 5 años 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 años Schwartz, 1969; Haaciensen, 1971; Flores y qgj,

1974).

7. Carcinoma adenoquistico. Ocupa aproximadamente el 0,4—1

% de todos los cánceres de mama. Son más frecuentes en la sexta

y séptima décadas. A veces se localiza en la región del pezón

y de la aréola. Presenta una evolución favorable.

8. Fonnas raras de cáncer mamario:

8.1. Carcinoma secretor juvenil. Es un tumor raro, siendo

la neoplasia de mama más común en niñas y jóvenes. Presenta una

evolución favorable.

8.2. Carcinoma escamoso. Se diagnostica cuando se observe

la formación de queratina. Debe investigarse la existencia de
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un tumor dérmico. Pronóstico favorable.

8.3. Carcinoma metaplásico:

a) Enitelial o carcinoma anocrino. Deben distinguirse

de los tumores primitivos de glándulas sudoríparas.

b) Mesenctuimatoso. Pronóstico 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. Evolución desfavorable.

c) Secretor de línidos. Tiene un grado de madurez

alto, pero su pronóstico es malo.

8.4. Metaplasia escamosa. Tumor raro. Evolución

desfavorable.

8.5. Carcinoma histiocitoide.

Es una modalidad muy rara que poseeabundanteshistiocitos

y fibroblastos procedentes de los mismos que producen una

fibrosis variable.

8.6. Carcinoma argirófilo 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 carácter hormonal.

9. Formas especiales de carcinomas mamarios:

9.1. Enfermedad de Paget. Histopatológicamente, podemos
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encontrar cualquiera de los diferentes tipos tumorales,

apareciendo con mayor frecuencia la asociación con carcinoma

intraductal o ductal infiltrante, observándose en el epitelio

del pezón nidos de células cancerosas. Representa un 1—4 % del

total de cánceres de mama. Su pronóstico depende del tipo

histológico del tumor subyacente.

9.2. Carcinoma inflamatorio. El término de carcinoma

inflamatorio es un término clínico, referido a la

sintomatología típica que presenta este tipo tumoral:

enrojecimiento y calor. El cuadro histopatológico corresponde

a células cancerosas en los linfáticos subdérmicos, pudiendo

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

Representa un 1—2 % de todos los cánceres de mama. Su

pronóstico es malo y con frecuencia ya existe afectación

ganglionar regional en el momento del diagnóstico

10. Sarcomas de mama. En la mama pueden presentarse

prácticamente todos los tipos de sarcoma, pudiendo ser puros

(fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, liposarcoma,

miosarcoma, hemangiosarcoma, linfangiosarcoma, neurosarcoma) o

mixtos.

La variedad cistosarcoma nhvllodes consiste en un

fibroadenoma gigante por gran crecimiento de un fibroadenoma

intracanalicular con estroma muy abundante, que llega a

enmascarar a la proliferación epitelial. Pese a su denominación

es un tumor casi siempre benigno, que ocasionalmente se

maligniza y produce metástasis. Se ha descrito sólo en mujeres.
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11. Metástasis en maria de tumores no mamarios. Los

tumores extramamarios que producen metástasis en mama presentan

una incidencia máxima más precozmente que los carcinomas

primarios de mama. Suponen el 1—3 % de los tumores mamarios

malignos. Entre los más frecuentes encontramos linfoma en

etapas tardías, muy parecidos anatomopatológicamente a los

cánceres lobulillares difusos; para su diferenciación pueden

buscarse marcadores citoquimicos como queratina, caseína y

lecitinas. Entre los tumores epiteliales extramamarios más

importantes encontramos al melanoma maligno, carcinoma uterino,

carcinoma ovárico y carcinoma bronquial.

II. E. CLASIFICACION CLíNICA DEL CANCER MAMARIO

Si el estudio anatomopatológico del tumor, es importante

porque es distinta la evolución biológica y la historia natural

de cada tumor, en la práctica oncológica es también

imprescindible disponer de una clasificación según criterios

clínicos para poder hacer una valoración pronóstica y

terapéutica de la enfermedad.

La clasificación TNM, que se recoge en la tabla II, es

ampliamente empleada y es la base de la clasificación por

estadios del “American Joint Committee”, descrita en la tabla

III

.
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Clasinícacior cel cáncer de mama según el sistema 7ffl4
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II. E. ETIOPATOGENIA DEL CANCERMAMARIO

La etiopatogenia del cáncer mamario, tanto en la especie

humana como en los animales, es muy compleja, habiéndose

demostrado la intervención de factores genéticos, hormonales,

físicos, químicos, ambientales, inmunológicos y víricos.

h.P. 1. FACTORESGENERALES

(Cole, 1974)

l.a. Sexo

El 99 % de los cánceres de mama se dan en mujeres y el 1

% en varones. Dentro de estos últimos, presentan un mayor

riesgo los pacientes afectados por el síndrome de Klinefelter

o con ginecomastias hormonales no fisiológicas.

l.b. Edad

Porro Novo (1986) realizó un revisión entre los años 1978

y 1984 sobre la aparición de nódulos mamarios en general en la

mujer, observando que el 71,9 % de ellos aparecieron antes de

los 40 años, siendo aproximadamente el 3,7 % malignos, en cuyo

caso, la incidencia de enfermedad cancerosa era más frecuente

por encima de los 40 años.

Durante los últimos años se ha observado un aumento en la

incidencia del cáncer de mama, fundamentalmente a expensas de

las mujeres de edad más avanzada, aunque también ha sufrido un

ascenso importante la incidencia en mujeres jóvenes. Un 0,09 %
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se da por debajo de los 20 años y un 1,8 % por debajo de los 30

años; aproximadamente el 75 % se presenta por encima de los

cuarenta años y el 6 % por encima de los 50 años. El pico de

máxima incidencia está entre los 45—59 años.

En los varones, la aparición del cáncer de mama se produce

a edades más tardías que en las mujeres, con un promedio de

edad de 60 años.

Se ha visto que, cuanto más vive la mujer más

probabilidades tiene de padecer un cáncer de mama.

l.c. Raza y demografía

Diversos estudios han demostrado que existe una mayor

incidencia de cáncer de mama en las mujeres occidentales, de

raza aria y anglosajona, y menor en las mujeres de los países

orientales y de raza negra. Aun dentro de la raza, se ve una

relación directa entre nivel socioeconómico y cultural y cáncer

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 que proceden de países con

un bajo índice de incidencia de cáncer de mama lo aumentan al

vivir en países 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 cáncer de nana la mujeres obesas, riesgo aún mayor

cuando a la obesidad se asocia la diabetes y la hipertensión

arterial. Un efecto protector podrían tenerlo el pescado, el
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arroz, el maíz y los frijoles. Así mismo, la vitamina E parece

disminuir la sensibilidad y la nodularidad de la mama en la

enfermedad fibroquistica, patología con cierto potencial de

malignización.

l.ch. Predisposición genética

La respuesta de cada organismo al desarrollo de un cáncer

viene dada por la constitución genética del individuo en

particular (Anderson DE, 1974 y 1977). Diversos investigadores

(Anderson DE, 1973; Andrés y ~gj, 1975; Anderson y Badzioch

,

1985a y 1985b) han encontrado varios hechos que evidencian la

existencia de una predisposición genética, entre los que se

hallan:

- La descripción de la existencia de familias con

sobrecarga de cáncer mamario al estudiar varias generaciones,

aumentando la incidencia en varones respecto a la población en

general.

— Aumento del riesgo de padecer cáncer de mama en los

descendientes de pacientes con dicha enfermedad; este riesgo

aumenta si el cáncer de mama era bilateral.

— Del estudio de la enfermedad en gemelas, se observa que

existe un aumento en las homocigóticas respecto a las

heterocigóticas.

l.d. Lesiones mamarias previas

Para las lesiones benignas de la mama no epiteliales no

existen predisposición para la formación de un cáncer. Sin

embargo, existe un potencial de malignización de las lesiones
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epiteliales como mastopatía fibroquistica, con un riesgo de

aparición de un cáncer de mama 2——2,5 veces mayor, hiperpíasias

ductales atípicas, con un riesgo 2—3 veces mayor, o

hiperpíasias lobulillares atípicas, con un riesgo 5 veces

mayor.

Las pacientes con cáncer de mama presentan un riesgo 5

veces mayor a padecer cáncer de la otra mama, asociándose el

riesgo a una perspectiva de vida prolongada, a la realización

de un diagnóstico precoz, a que el tumor sea no infiltrante o

infiltrante de buen pronóstico, a edad superior a 40 años, a un

buen estado general, a historia familiar de cáncer de mama.

Este riesgo también aumenta en pacientes con otros tipos de

tumores malignos como carcinoma ovárico o carcinoma

endometrial.

l.e. Parto y lactancia

Según distintos estudios realizados por divesos autores,

existe una clara relación inversa entre número de partos y

riesgo de padecer cáncer de mama, siendo 2—3 veces mayor en

nulíparas (Thomas y Lilienfeld, 1976; Dunn, 1969; Fraumeni y

col 1969 que en mujeres que han tenido hijos.

Fundamentalmente, los partos parecen disminuir el riesgo de

desarrollar sobre todo el cáncer de mama que aparece en la

postmenopausía.

Respecto a la importancia de la edad del primer parto,

algunos estudios indican que se produce una disminución

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

seguido de otros embarazos a término (MacMahon y g~j, 1973;

Blot, 1980). Los mismos autores señalan que 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, además de las nuliparas, existe

otro grupo de mujeres que tiene un riesgo muy elevado,

alrededor de 2,5 veces más, de desarrollar cáncer mamario, el

de las primíparas de más de 35 años.

Donecan (1977) observó que el 17 % de los cánceres de mama

en la mujer aparece durante la edad reproductiva. Según el

mismo autor, el 3 % aparece durante el embarazo, con un pico de

incidencia en la cuarta década de vida, presentando un

pronóstico menos favorable.

Respecto la lactancia materna, existen estudios

contradictorios. Para unos, parece existir cierto efecto

protector de la enfermedad en las mujeres que tuvieron un

período de lactancia largo (Levin y ~Qj, 1964; Schaefer y ggj,

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

mucho.

l.f. Factores hormonales

Desde hace varios años es conocida la hormonodependencia

de algunos tipos de cáncer de mama.

Está bien clara la dependencia del medio 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 preñez, así como en machos tratados con hormonas

femeninas; el tratamiento con hormonas esteroideas y

polipeptídicas (insulina, PRL, CH, factor lactógeno

placentario) incrementa la incidencia tumoral, lo mismo que el

aumento de la producción de hormonas adrenocorticales; los

tumores mamarios y las glándulas mamarias lactantes presentan

en su superficie receptores para corticoides y esteroides

sexuales; los glucocorticoides estimulan 10—20 veces la

producción de virus, (Rinc¡old, 1979) aun en ausencia de suero,

en líneas establecidas de tumores mamarios de ratón y aumentan

la presencia de cuerpos de inclusión citoplásmicos debidos a

MMTV o partículas A en tumores mamarios murinos.

Se piensa que el ambiente hormonal influye sobre la

susceptibilidad de la mama a los cancerígenos, observándose que

una actividad menstrual prolongada (en relación con la

actividad estrogénica acumulativa), bien por menarquia temprana

(antes de los 9-12 años) o por menopausia tardía (después de

los 50—55 años), presenta un riesgo aumentado de cáncer

mamario, estando dicho riesgo disminuido cuando la menopausia,

bien natural o artificial, se produce antes de los 37 años. En

las mujeres premenopáusicas que desarrollaron cáncer de mama se

observó una relación con los niveles de estradiol y estrona

procedentes de los ovarios, con menor secreción de estradiol;

en las postmenopáusicas, se vio relación con la estrona

derivada de la producción de esteroides en las suprarrenales.
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Respecto a la progesterona, numerosos investigadores

detectaron un cambio del ritmo nictameral de la secreción de

dicha hormona, presentando una elevación nocturna no

significativamente mayor a la de la mañana en las mujeres con

cáncer mamario, como sucede en mujeres las sanas o con

patologías mamarias benignas.

Schiu (1981) observó la influencia de la urolactina (PRL)

y de las hormonas hinofisarias en la aparición de cáncer de

mama. El primer paso para la acción de la PRL sobre las células

diana es su unión a un receptor de la superficie celular.

Varios estudios han demostrado que los lugares de unión

específicos de la PRL, los cuales tienen todas las

características de los receptores PRL, están presentes en la

biopsia de algunos cánceres de maria humanos. Por razones

obvias, las muestras de biopsia no son apropiadas para el

estudio a largo plazo de las consecuencias biológicas de la

interacción de la PRL con sus receptores. Los cultivos

mantenidos de células de cáncer de mama son, por lo tanto,

potencialmente útiles para este propósito. Hay varios aspectos:

inducción por la PRL de la síntesis de caseína y transporte de

aminoácidos en el tejido mamario; inducción por la PRL de la

proliferación de células Nb2 (línea celular de un linfoma de

rata cuya proliferación depende sólo de la PRL); inducción por

la PRL de la luteolisis en la rata; estimulación del transporte

de agua a través del amnios humano. Tras estas observaciones,

el estudio de los receptores de PEL podría proveer algún
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significado biológico de la PRL en el cáncer de mama.

l.q. Factores inmunológicos

En el desarrollo del cáncer mamario es importante el papel

de los factores inmunológicos, existiendo predisposición a

padecerlo en las mujeres con estados de inmunodeficiencia. Por

ello, se intentan buscar diversos marcadores de la

inmunocompetencia.

Este punto será ampliamente expuesto en otro apartado, ya

que son muy interesantes y pueden contribuir a aclarar algunos

aspectos de la etiopatogenia del cáncer de mama, y donde se

verán, entre otras cosas, las relaciones inmunológicas entre

las células de carcinoma mamario del ratón, los antígenos del

MMTV y el carcinoma mamario humano.

l.h. Agentes cancerígenos

Hay estudios que reflejan un aumento del riesgo de cáncer

mamario en mujeres con alto consumo del alcohol, así como de

diversos fármacos como metildopa, fenotiacina,

dextroanfetamina, algunos antidepresivos y algunos

antihistamínicos, pudiendo actuar como promotores.

Otros compuestos químicos, como los hidrocarburos

policíclicos, tienen efectos carcinogénicos. Lo mismo ocurre

respecto la exposición a radiaciones ionizantes, siendo el

riesgo mayor cuanto más joven es la mujer expuesta.
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II.F.2. VIROLOGíA DEL CANCERMAMARIO

II.F.2.a. Murino

En la etiopatogenia del carcinoma mamario de los animales

se conoce la implicación de diversos retrovirus, entre los que

se hallan el virus del cáncer mamario murino (MMTV), de tipo E,

y el virus de Hason-Pfizer, causante de cáncer de mama en el

mono rhesus, que puede presentarse como los tipos C y E.

Las formas de actuación de los virus oncogénicos son

diversas. En ratones se ha identificado la transmisión láctea

de los oncornavirus, al ser estos secretadospor la leche, como

sucede con el MMTV. De esta forma, el virus pasa a la

descendencia al amamantar las crías, como en las observaciones

iniciales de Andervont y Bittner. Además de esta transmisión de

virus vegetativos, llamada transmisión horizontal, existe la

transmisión vertical por virus ecotrópicos endógenos.

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 ratón y lineas

celulares epiteliales heteróloqas infectadas o inoculadas con

>UATV (Rinctold, 1979).

Blair (1969), no observó correlación entre la presencia de

antígenos víricos de MMTVy desarrollo de tumor mamario en la

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

El MMTVcarece de oncogén, pero a través de su región LTR

(“long terminal repeat”) activa oncogenes celulares.

En la figura 2 representamos una célula de adenocarcinoma

mamario de ratón transformada por un virus oncogénico, el MMTV.

En su superficie existen antígenos viro—informados,

dependientesdel código genético del virus, y viro-inducidos,

producidos por al acción del virus sobre los genes de la

célula.

Se ha visto que las moléculas de ARN celular

complementario del MMTVy del virus de Mason-Pfizer del tumor

mamario del mono son diferentes en su mayor parte, pero parece

existir una parte comun.

II.F.2.Ó. Humano

Desde hace ya algunos años, se conocen muchos datos que

apoyan la hipótesis de virus oncogénicos de tipo retrovirus,

implicados de alguna manera en varias etapas de la

etiopatogenia de carcinoma mamario, tanto humano como murino.

En algunas muestras de leche de enfermas así como de

tejido tumoral, ha sido demostrada la presencia de partículas

víricas (Seman y g~i, 1969; Moore y ~j, 1971) parecidas a las

partículas de tipo C. Kevdar y ~gi (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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producía un virus. Furmanski y col (1974), comunicaron también

la replicación de partículas con aspecto de oncornavirus en

algunas líneas de cáncer de mama humano establecidas “in

vitro”. Estos mismos autores vieron que el tejido glandular

mamario normal también puede producir y liberar partículas de

aspecto vírico. Sin embargo, algunos investigadores consideran

que no se puede afirmar que se trate de partículas víricas

(Calafat y Hageman, 1973). Lo aue es un hecho cierto es que el

ARN de MMTV es conDíementario de alaunas regiones del ADN del

cáncer de mama y del de la olacenta humana

.

En relación con la presencia de oncornavirus en la

etiopatogenia del cáncer de mama humano, deben tenerse en

cuenta algunos hechos que dificultarían su reconocimiento:

— La leche humana destruye fácilmente virus oncogénicos

ARN murinos añadidos experimentalmente ). Por esta razón,

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

dichos virus en la leche no es fácil, ya que serían eliminados.

— En muchos casos es imposible demostrar la presencia de

partículas víricas maduras debido a la incorporación del virus

oncogénico al genoma de la célula pero sin que se reproduzcan

en forma vegetativa.

— A veces existe una transmisión vertical o generacional,

por las células sexuales, de provirus. En otras ocasiones, hay

regiones genómicas celulares homólogas de regiones del genoma

vírico, pudiendo estar implicados oncogenes celulares activados

por genes promotores homólogos de promotores del genoma, como
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la región LTR (“long terminal repeat”) del MI4TV y otros

retrovirus, o el oncogén celular activo puede ser homólogo de

un oncogén virico.

La participación de mecanismos virológicos en el cáncer

mamario puede hacerse de muy diversas maneras, no necesitando

identificarse con la transmisión láctea como sucede en ratones

cuando es secretado el virus a la leche. En el caso del

carcinoma mamario humano, parece haber virus endógenos

ecotrópicos.

Epidemiológicamente se esgrimen apoyos en favor de la

participación vírica en el cáncer mamario humano. Entre ellos

está el hallazgo de partículas víricas en un 60 % de las

mujeres con historia familiar de cáncer de mama mientras que

sólo el 5 % de mujeres sin ella las presentaban. No obstante,

Henderson (1974) y otros investigadores no confirmaron estos

descubrimientos.

Sin embargo, para valorar la participación vírica en la

etiopatogenia del cáncer de mama deben considerarse otros

hechos, que pueden ser apoyos, desde el nunto de vista

bioquímico, para esta hipótesis. Así, se ha visto que:

— La transcriptasa inversa 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 lOS vírico. Axel, Gulati y Snielqelman (1972)

encontraron que la leche de mujer tiene una actividad de

transcriptasa inversa proporcional a la cantidad de partículas
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de tipo vírico y de ARN 70S.

Este aumento de la actividad de la transcriptasa inversa

se observa en la glándula mamaria normal en desarrollo, en

tejido mamario tumoral sin virus y en glándula mamaria lactante

(Mukheriee, 1973).

— En los mamarios humanos existe una

transcriptasa inversa, un ARN 60S y un ARN 70S de moléculas

similares a las que se han aislado del interior de las

partículas víricas del cáncer mamario murino.

- El ADNc retrotranserito del ARN 70S del MMTV, de tipo E,

se hibrida con un ARN unido a los ribosomas que existe en 66 %

de las células de carcinoma de mama humano (Axel, Schlom y

Snielaelman, 1972; Vaidva y col, 1974). Dicho ADNc no se

hibrida con el ARN de tumores benignos de mama.

— Por su parte, el ADNc obtenido por transcripción inversa

del ARN del virus de Mason—Pfizer, de tipo C, relacionado con

el cáncer mamario del mono rhesus, es también complementario de

un ARN extraído de tejido de carcinoma mamario humano (X.Qix y

col 1975).

Existen también observaciones muy interesantes hechas con

métodos inmunolócuicos, que serán mencionadas en el capítulo “V

Discusión”.

cánceres
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II. G. INMUNOLOGIADEL CANCERDE nANA

II.G.l. INMUNOLOGIA DEL CARCER MAMARIO NOMINO

En las células cancerosas hay notables modificaciones

3inmunológicas de carácter muy diverso y de difícil

interpretación en muchas ocasiones. Se modifican

cuantitativamente los antígenos tisulares específicos. Se

alteran las proteínas cualitativamente, apareciendo antígenos

tumor-asociados (TAA) y tumor-específicos (TSA). Cambian de

manera variable los antígenos del complejo mayor de

histocompatibilidad (Mlle), llamado complejo HLA en el ser

humano y H—A en el ratón. En términos generales, existe una

relación inversa entre cantidad de antígenos del sistema H—Ay

TAA.

Lo más frecuente es que los tumores inducidos por agentes

químicos o por virus posean una buena representación de TAA y

una disminución significativa de los antígenos H—A. Así sucede

con los sarcomas provocados por 3—metilcolantreno (Havwood y

McKhann, 1971) o virus polioma (Tina y Herberman, 1971). No

obstante, hay excepciones y se puede dar el caso contrario de

muy escasa cantidad de TAA coincidente con aumento de

antígenos 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 ratón inducidos por el Mo-MuSV existen
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unos neoplasmas con aumento de TAA y disminución de antígenos

H—2 (Cikes, Fribera y Relin, 1973) y otros tumores en los que,

contrariamente, disminuyen los TAA y aumentan los antígenos H—2

(Fenvó, Klein y Klein, 1968). Estos últimos tumores son formas

inmunorresistentes de dichos linfomas.

La existencia de TAA fue descrita para el carcinoma

mamario espontáneo del ratón por Henuner y Pierce (1969).

En el adenocarcinoma mamario del ratón se han descrito

diversos tipos de TAA. Algunos son genéricos y dan reacciones

cruzadas; otros son particulares de cada tumor. Muchos tumores

mamarios tienen antígenos embrionarios y fetales. Utilizados

como antígenos para la inmunoterapia, los carcinomas mamarios

resultan muy escasamente inhibidos (Blair, 1970).

Una demostración de que existen TAA en el cáncer de mama

murino de los ratones de la cena A es la inhibición de su

crecimiento mediante irradiación 5< con 400 rads, que

aisladamente es inmunosupresora pero no provoca efectos

significativos sobre los tumores, más inmunoterapia adoptiva

con células esplénicas alogénicas de ratones CHA inmunizadas

contra tumores A (Woodruff y Svmes, 1962; Woodruff y Boak

,

1965)

Sin embargo, las células alogénicas CBA provocaban

reacciones injerto—versus—huésped mortales en la mayor parte de

los ratones A, que la irradiación no consigue dominar en otros

casos.

La inhibición tumoral se mantuvo y la reacción injerto—
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versus—huésped se eliminó cuando se trasplantó el tumor mamario

a ratones híbridos Fl(CBAxA) administrándoles por vía

intravenosa células esplénicas de ratones CHA inmunizadas con

los tumores.

En varios tipos de tumores, la inmunoteracia adoptiva con

linfocitos sensibilizados con TAA consigue mejores resultados

si se combina con inmunoteracia Dasiva. Así, el tumor mamario

de ratones C3H mantenido en ratones BALB/c es inhibido más

marcadamente con linfocitos sensibilizados y suero sanguíneo

con anticuerpos antitumorales (Batchelar se Gorer, 1960).

También suele ser superior la combinación de inmunoterapia

adoctiva con quimioterapia, radioterapia o cirugía, que cada

una por separado.

Así mismo, la inmunoterania adontiva mejora en ocasiones

provocando una inmunoestimulación inesnecífica. Así, el

adenocarcinoma mamario de ratón es inhibido utilizando

linfocitos sensibilizados zimosán (Martín, Havworth y Fuaman

,

1970).

El desarrollo del EAC es inhibido temnoralmente por

células esplénicas sinqénicas nativas tratadas “in vitro” con

inmuno—ARN, o sea, ARN de linfocitos de ratón inmunizados con

EAC (Rialev, 1969), con DEAE—dextrano para facilitar su

captación.

La mayor parte de los adenocarcinomas del ratón son de

origen vírico. Por este motivo, poseen antígenos víricos de dos

clases; unos, viro—informados, que dependen del código genético
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vírico y producen proteínas de la partícula vírica; y otros,

viro—inducidos, que corresponden a antígenos que no son de las

partículas víricas, sino que son producidos por acción sobre

diversos genes celulares (Vaaae, 1968).

Algunos de los TAJ’. no provocan reacciones de rechazo. Pero

existen también TAA que pueden inhibir al neoplasma (TATA, por

“tumor—associated transpíantation antiqens” o lARA, por

“tumour—associated rejection antigens”). En condiciones

experimentales, los extractos de adenocarcinoma mamario

contienen TAU’. que son capaces de detener el crecimiento

neoplásico en ratones singénicos, así como de eliminar la

transmisión vertical de carcinomas mamarios inducidos por el

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

Uno de los grandes problemas de los tumores malignos es la

gran heterogenicidad fenotípica en general e inmunológica en

particular de sus poblaciones celulares. Hay tejidos

neoplásicos que son más o menos inmunogénicos tomados en

conjunto; en efecto, hay neoplasmas muy inmunogénicos y los hay

escasamente inmunogénicos, porque contienen muy pocos TATA o

TARA, aunque pueden poseer abundantes TAA que no actúan como

inmunogénicos para destruir al tejido neoplásico.

También se da el caso de existencia de lAPA que no actúan

como inmunogénicos debido a que se encuentran funcionalmente

bloqueados 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 únicamente en ratones singénicos de la cepa A,

pero no en ratones alogénicos C3H. La otra variante, TAJ/Ha,

puede crecer tanto en animales A sinqénicos como en ratones C3H

alogénicos.

El tumor TA3/Ha desprende abundantes TAJ’. de la membrana

celular.

Si los tumores TAJ/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 que se encuentran

bloqueados. Se trata de una N—acetilneuraminato—glucohidrolasa

que elimina residuos de ácidos siálicos (ácido a-N-

acetilneuramínico), derivados acetilados del ácido D—neurómico,

que forman parte de las cadena 13—galactosil de las

glucoproteinas e la superficie celular.

Por otra parte, la neuraminidasa hace a las células más

susceptibles a los anticuerpos 19 5 (Sanford, 1973). La lisis

de las células cancerosas por anticuerpos es generalmente

anticuerpo—dependiente.

Independientemente de todo ello, un mismo tejidos

canceroso puede contener subpoblaciones con distinta potencia

inmunogénica. Las de mayor actividad inmunogénica pueden

provocar la destrucción de su subpoblación, a pesar de lo cual

la masa neoplásica continúa creciendo a partir de las

subpoblaciones inmunogénicamente más débiles o que tienen IAA

que no son TATA. Además, existen otros mecanismos de



55

inmunomodulación con selección en subpoblaciones inmuno—

insensibles o con producción de metástasis, que en general son

escasamente inmunogénicas (Vaaae, 1973).

Khoda y col (1986) solubilizaron con n-butanol los TAIA de

células de gliosarcoma de rata (T-9). La viabilidad de las

células T—9 después de eliminar los TATA por la solubilización

fue demás de 85 %. Ratas sanas Fischer fueron tratadas con 500

gg de extracto de n—butanol e inoculadas con 2 millones de

células T—9. A las 8 semanas de la inoculación, el diámetro del

tumor fue significativamente menor que en las ratas controles

no tratadas. Otro grupo de ratas fue tratado con 770 gg de

extracto de n—butanol y las células 1—9; a continuación, las

ratas fueron inoculadas con 10 millones de células singénicas

FTL—13 de linfoma tímico. Las células T—9 fueron rechazadas en

la rata, en tanto que las células FTL—13 provocaron la muerte

del huésped, lo que indica que el extracto de células T—9 con

n-butanol contiene TATA específicos de las células 1-9. El

extracto de n—butanol se caracterizó mediante cromatografía en

columna de filtración con gel 15K G—3000 5W y columna de

intercambio con anión Mono Q con el sistema cromatográfico

rápido de proteínas líquidas (FPLC). El TATA de las células 1—9

tiene un Pm de unos 40.000-70—000 U y fue elidido en la

fracción 0,6—0,9 M NaCí de la columna Mono Q. Los mecanismos de

rechazo de las células 1—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 inmunogénica, en

tanto que las metástasis cancerosas son muy poco inmunogénica

(Kim y col, 1975).

En los procesos cancerosos existen diversos procesos de

inmunomodulación, por los cuales los tumores escapan del ataque

inmunológico del organismo. En la “Discusión” hablaremos del

que consiste en liberación TAA solubles.

Por si ello fuera poco, las células cancerosas producen

sustancias estimulantes. Las células del carcinoma mamario de

ratón cultivadas “in vitro” segregan una sustancia que estitnula

la síntesis de ADN y la mitosis de las células normales de

embrión de ratón cuando se añade su medio de cultivo a

rnonocapas confluentes estacionarias por los fenómenos de

inhibición por contacto del movimiento y de la reproducción

(Nair y DeOme, 1973).

Por otra parte, no todas las reacciones inmunológicas

provocadas por los tumores son inhibitorias o destructoras. La

inmunoestimulación tumoral es un hecho conocido, aunque quedan

muchos puntos por aclarar, que ha sido estudiada por diversos

investigadores, como Prehn (1972, 1974), Medina y Hennner

(1973), Fidíer (1973), Shearer, Philoott y Parker (1973),

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

producen inmunoglobulinas inducidas por tumores y linfocitos

sensibilizados que son capaces de estimular la reproducción

celular neoplásíca.

La timectomía, que es causa de la desaparición de las
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respuestas inmunológicas mediadas por linfocitos T, aumenta

generalmente la incidencia tumoral frente a los agentes

cancerigenos. Así, la timectomía permite el incremento de

neoplasma provocado con diversos agentes químicos, como los

tumores de piel por 2,3-benzopireno (Miller, Grant y ~gg, 1963)

y virus, como los tumores de ratones BALB/c y C3H/HeN

producidos por adenovirus 12 (Kirchstein, Rabson y Peters

,

1963) o los causados en el hámster con el mismo virus (ygflp y

~gj, 1965).

Sin embargo, la timectomía no ocasiona ningún aumento del

adenocarcinoma mamario del ratón, como han observado Sakakura

y Nishizuka (1967) y Yunis y gpj (1969). Contrariamente, la

timectomía conduce a una disminución de los adenocarcinomas

mamarios en los ratones de la cepa C3H, debido a que en esta

cepa no se producen anticuerpos acrecentadores, actuando sólo

como inhibidores.

Si se cortan fragmentos de adenocarcinoma mamario C3H y se

conjuntan con gamma—globulinas humanas por medio de

bisdiazobenzidina, y se inyecta el complejo junto con

coadyuvante de Freund completo a ratones C3H que tienen tumores

de mama, se produce degeneración y fibrosis tumoral con

infiltración linfocitaria y fibrosis, y en el suero sanguíneo

se detectan anticuerpos anti—tumorales (Czaikowski y ~gj,

1966).

En la defensa inmunológica contra el cáncer participan de

una u otra manera la médula ósea, el timo, los ganglios
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linfáticos y el bazo. En la especie humana los ganglios son

importantes, pero en los animales el bazo es más importante

para la defensa inmunológica contra el cáncer que los ganglios

linfáticos (Humohrev y £21 , 1971).

Aovama y col (1987) observaron que la cepa de ratones lI-

íES libera gran cantidad de MMIV en la leche, a pesar de lo

cual es resistente al desarrollo de carcinoma mamario. La

observación de cáncer de mama en ratones híbridos de distintas

razas reveló los siguientes resultados de los cruces de

diferentes razas de ratones:

II-íES x Il-TES ningún tumor

(BABL/ca x II-TES)Fl elevada incidencia de tumor

(CS7BL/6N x II-TES)Fl elevada incidencia de tumor

(BALB/ca x OZ-F)Fl ningún tumor

[(OX—F x (OZ-F x II—TESflFl ... 68 % de incidencia de tumor

[Il—TES x (OZ—F x TI—lES) IFí .. 45 % de incidencia de tumor

La explicación es la siguiente.

La cepa II—íES posee un gen recesivo de resistencia al

cáncer de mama, que impide la actividad cancerígena del MMIV

pero no su liberación. El MMTVactúa con el cruce de Il-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—íES, 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 cáncer

mamario existe un solo alelo del gen recesivo, por lo que los

promotores pueden actuar.

Dux y Demant (1987) observaron que la susceptibilidad al

MMIV en los ratones C3H está controlada por el MI-IC y que la

susceptibilidad tiene lugar no sólo en el tejido mamario sino

que depende de factores sistémicos.

La diferente susceptibilidad a la acción cancerígena del

MMIV en los ratones C3H/Bi según su edad, muy alta entre los 5

y los 9 meses (95 %) y muy baja entre los 10 y los 12 meses (4

%), y el estudio de las reacciones inmunológicas de las células

esplénicas de los ratones a distintas edades, hace pensar que

unas células 1< no—T son las más activas, como se ve por el

aumento de la citotoxicidad celular anticuerpo—dependiente

(ADCC), participantes de la resistencia al cáncer mamario, en

tanto que no parecen participar de manera importante. Una

elevada respuesta blastoqénica de los linfocitos esplénicos a

la fitohemaglutinina (PHA) es compatible con gran incidencia

tumoral. La producción de anticuerpos 1—dependientes contra

hematíes de carnero (SRBC) no se correlaciona con mayor o menor

resistencia a la carcinogénesis mamaria. La cantidad de células

1 supresoras y citotóxicas cuya reacción con anticuerpos

monoclonales es Lyt 172k, tampoco procura resistencia al

desarrollo tumoral (Benvist y col).



60

11.0.2 - INMUNOLOGIA DEL CANCER MAMARIO HUMANO

Existen muchos datos que permiten afirmar la existencia de

TAA en el carcinoma de mama humano y murino, algunos de los

cuales tienen relación con proteínas víricas.

El organismo reacciona frente a los antígenos tumorales.

El estudio de la inmunocompetencia en las enfermas de cáncer de

mama se ha hecho: a) con pruebas de hipersensibilidad retardada

cutánea frente a antígenos de recordación (Solowev y RaDDaoort

,

1965; Roberts y Williams, 1968; Al—Sarraf y £gi, 1970; Summer

,

Edwards y Baum, 1972; Nemoto y £gj, 1974) frente a DNBC o con

extractos enriquecidos en membranas de células cancerosas; b)

observando la respuesta linfoblástica de los linfocitos de las

pacientes frente mitógenos inespecíficos, como la PHA

(Garrioch, Good y Gatti, 1970; Roberts, 1971; Fisher, Saffer y

Fisher, 1972; c) mediante análisis de la citotoxicidad de los

linfocitos de las pacientes; ch) la cantidad de rosetas de

linfocitos circulantes (de tipo 1) que se forman

espontáneamente; (Stiernswárd y £91, 1972; PaDatestas y Kark

,

1974); d) por la prueba de la inhibición de la migración

linfocitaria frente a antígenos neoplásicos solubles o pruebas

de la inhibición de la adherencia leucocitaria (Maulton y col

,

1974; Grosser y Thomason, 1975); e) por la prueba de “ventana

cutánea”.

La reactividad de las pacientes contra algunos antígenos

se mantiene durante mucho tiempo, hasta que disminuye
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notablemente en el cáncer de mama diseminado. Su ausencia

revela un estado avanzado muy incompetente desde el punto de

vista inmunológico, pero esa reactividad no se correlaciona

siempre con el pronóstico.

La respuesta a la sensibilización con DNBCva disminuyendo

conforme el tumor progresa. Las reacciones muy intensas tienen

cierta relación con un pronóstico más favorable, disminuyendo

en los carcinomas mamarios diseminados. Las pruebas

inmunológicas no tienen una interpretación fácil y unívoca. En

muchos tumores cerebrales, tanto malignos como benignos,

desaparece la reacción de sensibilización al DNBC (Brooks y

col 1972) al parecer debido a la producción de un factor

inmunosupresor humoral.

En el cáncer mamario se ha utilizado: a) la inmunoterania

inesDecífica con BCO sólo o con células cancerosas autólopas

activas irradiadas o tratadas con neuraminidasa (McCredie

,

Brown y Cole, 1959; b) la inmunización activa esDecífica con

células autólogas de cáncer mamario (Gorodilova, Silino y

Soraeva, 1965; c) la inmunización con células tumorales a las

que se fijó y—globulina de conejos y adyuvante de Freund

(Ezaikowski y col 1967); ch) con antígenos de células de

cáncer mamario aisladas cromatográficamente (DeCarvalho, 1964);

d) la inmunoterania activa esnecifica con células cancerosas

nativas irradiadas con rayos 5< o tratadas con neuraminidasa; e)

la inmunoterapia adontiva con factor de transferencia

dializable (Oettaen y col, 1974); f) la inmunoterania nasiva
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con inmunosuero de caballo contra antígenos de cáncer mamario

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

(Anderson y col, 1973 y 1974), que mejora los resultados de la

radiosensibilidad del tumor residual.

Los resultados son mejores con tejido neoplásico autólogo

que con heterólogo. No obstante, existen reacciones cruzadas

entre algunos antígenos de tumores alogénicos.

Se ha preparado una línea celular de cáncer mamario humano

infectado con un mixovirus aviar, con la idea de que las yemas

de formación vírica en la superficie celular aumenten la

capacidad inmunogénica de los antígenos tumorales (Santer

,

Báchí y Lindenmann, 1975). El BCG intratumoral no produce

respuesta más que en el 15 % de los cánceres de mama

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

el BCG es por escarificación entre los ciclos de guimioterania

,

lo que consigue aumentar ligeramente la sunervivencia que con

sólo quimioterapia. Otros estudios señalan que el BCG no añade

ninguna ventaja a la ciclofosfamida o a la adrenalectomía

(Nemoto, Rosner y ~, 1976).

La inmunoterapia inespecífica con Corynebacterium parvum

no produce ningún efecto que mejore a la quimioterapia.

La blastogénesis de linfocitos periféricos suele

disminuir, pero no pocas veces es normal en las fases iniciales

para bajar cuando el tumor avanza. La linfoblastogénesis

promovida por mitógenos inespecíficos indica que los linfocitos

pueden reproducirse, pero no siempre se correlaciona con su
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capacidad inmunogénica frente a antígenos tumorales (mitógenos

específicos). No obstante, se ha señalado que cuando los

ganglios linfáticos regionales contienen abundantes linfocitos,

con predominio de los linfocitos T, y éstos muestran una

respuesta linfoblástica abundante ‘Un vitro” a la PHA, el

pronóstico es favorable, con un aumento significativo de

pacientes que sobreviven a los cinco años. En cambio, el

pronóstico es desfavorable cuando los ganglios tienen pocos

linfocitos y éstos no responden a la PHA.

Parece, por lo tanto, que cabe una interpretación distinta

para la linfoblastogénesis de los linfocitos circulantes y de

los linfocitos ganglionares.

Por otra parte, el grado de infiltración linfocitaria

tumoral no se correlaciona con el pronóstico ni con la

capacidad blastogénica de los linfocitos periféricos o

ganglionares frente a la PHA.

El número de rosetas T disminuye generalmente en las

pacientes, pero con frecuencia es normal. Su presencia no

señala un pronóstico favorable.

Los extractos tumorales hacen que se pierda la capacidad

de adherenciade los leucocitos a las paredesde los frascos de

cultivo; el suero de las pacientes bloquea el efecto y consigue

que los leucocitos permanezcan adheridos. La reacción es

positiva en 89 % de las pacientes y en 6 % de los controles. La

reacción es más débil en los carcinomas metastásicos que en los

locales o loco—regionales.
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Los extractos de membrana plasmática de células de

carcinoma mamario de origen autólogo o alogénico provocan

reacciones cutáneas de hipersensibilidad retardada en enfermas

con cáncer de mama (Alford, Hollinshead y Herbeman, 1973;

Hollinshead y col 1974), atribuidas a un TAA membránico.

Los linfocitos de enfermas con carcinoma de mama

cocultivadas “in vitro” con células de carcinoma de mama,

provocan su apelmazamiento (Sherwin y Richters, 1972) y

manifiestan claras reacciones de tipo inmunológico (Fossati y

col, 1972).

Utilizando la técnica de migración leucocitaria con

extractos tumorales mamarios se ha demostrado la presencia de

TAA (Andersen y g~i, 1970; McCov y £91, 1974; Cochran y col

,

1974) y Perlin y £91 (1975) señalaron la existencia de TAA

comunes en los carcinomas mamarios masculinos y femeninos. La

prueba de inhibición de la migración leucocitaria disminuye de

intensidad con los extractos de tejido de carcinoma mamario

autólogo (Anderson y £91, 1970). En general, los extractos de

diversos tumores inhiben la migración de leucocitos autólogos

y alogénicos (Wolbera, 1971).

En cáncer de mama humano, la irradiación local

postoperatoria inhibe notablemente la inmunidad mediada por

células (Cosimi y col 1973). La irradiación pre— o

postoperatoria inhibe la inmunidad celular (Cías y Wasserman

,

1974).

Así mismo, la irradiación inhibe la nroducción de
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linfocitos T y E, pero los linfocitos B, mediadores de la

inmunidad humoral, se recuperan primero (Wood y £91, 1974).

Se ha indicado la existencia de una correlación entre el

grado de inmunidad celular apreciada por medio de pruebas

cutáneas de hipersensibilidad retardada y el pronóstico de

diversos tipos de cáncer, como se ha señalado para cánceres

ginecológicos (Nalick y £9j, 1974) y broncopulmonares (ff~.n y

Takita, 1972; Anthonv y 221, 1974); también se correlaciona con

la extensión tumoral (Eilber, Nizze y Morton, 1975). No

obstante, son numerosas las excepciones.

En el cáncer mamario humano, la reacción positiva a la

tuberculina intracutánea se ha asociado por Mackav y ~91 (1971)

a un pronóstico más favorable. Dicha reacción se toma como

manifestación de mejores defensas inmunológicas y depende de la

secreción de cortisol y andrógenos.

Nemoto y £91 (1974) encontraron en pacientes con cáncer de

mama una correlación entre la respuesta blastogénica de los

linfocitos ‘Un vitro” estimulados por mítógenos inespecíficos

como la PHA y la inmunidad mediada por linfocitos. La

blastogénesis linfocitaria es inhibida “in vitro” por los

extractos de carcinoma de mama (Fischer y ~91, 1969; Savel

,

1969. La citotoxicidad de los linfocitos disminuye en las

enfermas de cáncer mamario (Deodhar, Crile y Esselstvn, 1972;

Fossati, Conevari y Della Porta, 1972). La prueba de la

inhibición de la migración linfocitaria disminuye de intensidad

con extractos de tejido de carcinoma de mama autólogo
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(Anderesen y col 1970). Los extractos neoplásicos inhiben la

migración de leucocitos autólogos y alogénicos (Wolberct 1971).

Camubelí y £91 (1986) estudiaron la respuesta humoral

autóloga y alogénica en pacientes con cáncer de mama frente

tumores de mama mediante la aplicación 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 observó que no había respuesta ni aumento

relativo del título. Sin embargo, cuando se analizó la

respuesta por el uso de clones de linfocitos transformados de

las pacientes, se demostró una especificidad generalizada que

contribuía al encubrimiento de la respuesta específica en el

suero. Algunos de estos clones podrían tener aplicación en el

diagnóstico y tratamiento del cáncer de mama.

Siócuren y £91 (1972) descubrieron que el suero sanguíneo

de los enfermos de cáncer contenía factores bloqueantes de la

citotoxicidad linfocitaria. Los factores bloqueantes séricos se

fijan a las células cancerosas, de donde pueden ser eluidos,

habiéndose demostrado que se trata de los comúnmente llamados

inmunocomplejos (IC), complejos antígeno—anticuerpo.

Los factores bloqueantes, IC circulantes (ICC), además de

inutilizar a los anticuerpos, se fijan a los linfocitos

impidiendo su actividad citotóxica. También se unen a la

membrana celular favoreciendo su inmunomodulación.

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 más la situación, el suero sanguíneo de

pacientes con cáncer mamario contiene factores inhibidores de

los IC (Hellstróm y col 1971; Hellstróm y Warner, 1973). Estos

factores existen también en mujeres normales, aunque tienen un

40 % de la actividad de los encontrados en las pacientes.

Aunque sea más corriente que los cánceres avanzados

manifiesten reacciones de hipersensibilidad retardada negativas

o ligeramente positivas, como se ha descrito en cánceres del

aparato digestivo (Kronman, Shaniro y Localio, 1972) entre

otros, se ha demostrado que una buena respuesta blastogénica no

lleva siempre aparejada una mejor defensa antitumoral, y se

sabe que hay cánceres diseminados de diversos tipos que

presentan reacciones de hipersensibilidad retardada normales

para antígenos previos (Primack, Voael y Barker, 1973), y

respuesta blastogénica normal a la PHA en organismos que son

incapaces de desarrollar poblaciones linfocitarias competentes

frente antígenos nuevos o contra los antígenos del tumor que

hospedan.

Los extractos de antígenos de membranas celulares de

carcinoma mamario humano obtenidos con solución de cloruro de

potasio 3 M y con otros medios reaccionan ‘in vitro” con

anticuerpos y linfocitos de pacientes con carcinoma mamario

(Centile y Flickinaer, 1972; Storv y col, 1974). Estos

extractos de tejido de carcinoma mamario autólogo o alogénica

aumentan la inhibición de la migración de los leucocitos de las
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enfermas en el 77 % de los casos (McCov y pi, 1974; Perlin y

col 1975). Los extractos similares obtenidos de tejidos

mamario normal o de mastopatias benignas no manifiestan tal

efecto. Igualmente, estos antígenos indican la existencia de

antígenos anormales del complejo mayor de histocompatibilidad.

Black y £91 (1975) mostraron que la leche de ratonas que

contienen MMTV, así como los antígenos de tumores malignos y

benignos murinos no modifican la migración 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 que demuestra la existencia de anticuerpos

antineoplásicos de mama humanos que reaccionan con antígenos de

cáncer mamario murino o de MMIV. La mayor reacción se lleva a

cabo con los antígenos de las partículas intracitoplásmicas de

tipo A (Múller y col, 1973).

Black y col (1975) describieron que la presencia de

antígenos inmunogénicos de carcinoma mamario humano que son

similares al MMIV es un dato diagnóstico favorable.

En los sueros de las pacientes de cáncer de mama aumenta

la cantidad de anticuerpos antitumorales en las primeras fases

del crecimiento neoplásico, pero disminuyen y llegan a

desaparecer en los tumores muy grandes. Así mismo, cuando un

tumor mamario es extirpado, aumenta temporalmente el título de

anticuerpos.

En el cáncer mamario con metástasis tratado mediante

mastectomía, el intervalo libre de enfermedad y la



69

supervivencia son mayores cuando se detectan anticuerpos

anticancerosos circulantes. Los ganglios linfáticos regionales

no invadidos o con una discreta invasión de células cancerosas

contienen linfocitos citotóxicos para dichas células; en

cambio, los ganglios con grandes metástasis carecen de

linfocitos citotóxicos (Deodhar, Crile y Esselstvn, 1972).

Es curioso que los linfocitos citotóxicos de ganglios

linfáticos regionales de carcinomas mamarios reaccionen con las

células de melanomas malignos y viceversa; esta reacción

cruzada se observa en el 25 % de los casos. A su vez, los

linfocitos de ganglios linfáticos regionales tanto de carcinoma

mamario como de melanoma maligno son citotóxicos para células

embrionarias humanas en el 66 % de los casos (Della Porta

,

Canervari y Eossati, 1973).

Empleando anticuerpos mononucleares contra monocitos

humanos, Calvo y £91 (1987) encontraron en las 7 líneas

celulares examinadas antígenos My4, MOl y MOFlí. En algunos

casos se encontró expresión de antígenos Leu Mí, Leu M3, My9 y

M02. Hubo nada o muy pocos antígenos Leu M2 y My7. En conjunto

se encontró expresión de antígenos mielo—monocíticos en tejidos

de carcinoma de mama primitivo, metástasis de carcinoma

mamario, fibroadenoma mamario, glándula mamaria normal y

células mieloides. Hay expresión común de algunos antígenos en

las células epiteliales mamarias normales o tumorales y en las

células mielo—monocíticas, posiblemente porque son proteínas

implicadas en funciones similares de interacción con la matriz
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extracelular y preceden a la migración en el caso de los

macrófagos y las células cancerosas epiteliales. No se

encontraron antígenos de linfocitos T o B en las células de

carcinoma mamario.

Bvers y col (1975) encontraron que los linfocitos de

pacientes tratadas, durante el intervalo libre de enfermedad,

eran citotóxicos para la línea celular ALAb-496, obtenida de

carcinoma mamario. También había linfocitos citotóxicos anti—

ALAb—496 en algunos sujetos sanos, tanto hombres como mujeres,

particularmente en personas en íntimo contacto con enfermas de

cáncer de mama.

En los casos de cáncer mamario con invasión de los

ganglios axilares, cuando la tasa de anticuerpos es

extremadamente baja o nula la supervivencia media es de doce

meses; si existen anticuerpos, la supervivencia es mayor de dos

años.

Cuando se estudian los linfocitos de los ganglios

linfáticos axilares de enfermas con cáncer de mama, se observa

que los linfocitos de los ganglios con invasión neoplásica

reaccionan al efecto mitógeno de la PHA con menor intensidad

que los linfocitos de los ganglios no invadidos (Fisher, Saffer

y Fisher, 1972). Sin embargo, esto no se repite para tumores de

colon y otras localizaciones.

Nalick y ~91 (1974) encontraron que la reacción adecuada

de los ganglios linfáticos regionales de la mama en el caso de

carcinoma de la misma revela un mejor pronóstico. Cuando los
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ganglios muestran abundantes linfocitos y un predominio de los

linfocitos 1, con respuesta linfoblástica abundante “in vitro”,

el número de pacientes que sobreviven a los cinco años es

significativamente mayor que cuando se encuentran ganglios con

escaso número de linfocitos. Pero en estas mismas pacientes, la

cantidad de linfocitos T y B circulantes y la respuesta

blastogénica linfocitaria al mitógeno inespecífico PHA son

similares a las enfermas con tumores benignos y a las mujeres

sanas.

Existen muchas discusiones sobre el papel de los ganglios

linfáticos en el cáncer, sobre si son o no útiles como centros

defensivos.

En el carcinoma mamario, el número de ganglios regionales

axilares afectados se correlaciona con el pronóstico (Black y

Asire, 1969; Silverbera y col 1970; DiPaola y col, 1973;

Friedelí y col, 1974). cuando la invasión de los ganglios

linfáticos axilares con células cancerosas es muy marcada, se

ven imposibilitados para detenerlas y se produce la

diseminación. No obstante, se supone que durante cierto tiempo

los ganglios linfáticos impiden la diseminación cancerosa

(Edwards, Baum y Macsarev, 1972; Bera y col 1973). La defensa

ganglionar se debe a la llegada de antígenos liberados por el

tumor; los ganglios linfáticos responden a los antígenos

cancerosos con aumento de la actividad de las células

reticulares e histiocitosis de los senos vasculares.

De estos hechos surgió la duda de si los ganglios
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regionales deben o no elininarse sistemáticamente con cirugía

e irradiación.

Desgraciadamente, para conocer el estado de los ganglios

linfáticos hay que quitarlos y estudiarlos por microscopio.

Además, estando el tratamiento y pronóstico del cáncer de mama

relacionado con el número de ganglios afectados, se deben

extirpar y examinar muchos de ellos, quizá cuando menos seis de

los sospechosos. Con frecuencia los ganglios reactivos pero no

invadidos están agrandados. Su extirpación para comprobar que

no son neoplásicos resta capacidad defensiva. Los ganglios

reactivos vuelven a la normalidad unos tres meses después de

una mastectomía simple sin vaciado axilar.

En los tumores pequeños, una infiltración abundante de

linfocitos se ha asociado a mayor supervivencia o, cuando

menos, a una fase de frenado de la extensión de la invasión

neoplásica. Pero cuando el tumor alcanza tres o cuatro

centímetros de diámetro y hay ganglios regionales invadidos, la

presencia de gran infiltración linfocitaria tumoral corresponde

a peor pronóstico (Flores y col. 1974).

En los ganglios linfáticos regionales no invadido por

células neoplásicas existen linfocitos productores de

inmunoglobulinas M (IgM). Cuando son invadidos, desaparecen los

linfocitos productores de IgM, en coincidencia con la

desaparición de las IgM en el tejido tumoral (Richter y

Kasoerskev, 1975).

En la primera fase del crecimiento del carcinoma mamario,
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el análisis del tejido tumoral muestra disminución de la

cantidad de IgA e IgG en la tercera parte de los casos y

aumento de Tgl4 (Roberts y col. 1973). La cantidad total de

inmunoglobulinas se correlaciona con el número de células

plasmáticas que infiltran el tumor. Parece ser que las IgA

aumentan durante la carcinogénesis y se encuentra con

frecuencia elevada en el suero sanguíneo de las pacientes

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

atribuyen actividad promotora. Esto no compagina con la

observación de que en las mujeres con cáncer mamario que son

mastectomizadas e irradiadas, el pronóstico es mejor cuando

antes del tratamiento tienen una concentración alta de IgA que

cuando es baja (Mever, MacKler y Beck, 1973). El aumento de las

IgM corresponde a una reacción inmunológica defensiva.

También en el suero sanguíneo 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 metastásico (Minton y Bianco, 1974).

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

suero de las pacientes con carcinoma mamario contiene

anticuerpos anticancerosos específicos en el 58 % de los casos

antes del tratamiento quirúrgico y en el 33 % seis meses

después de la mastectomía.

Odili y Tavlor (1971) observaron que el núcleo de las

células de carcinoma mamario humano contienen un antígeno
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detectado mediante fijación del complemento con sueros

sanguíneos autólogos 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 títulos de

anticuerpos aumentan temporalmente de manera significativa

cuando el tumor es extirpado.

Humuhrev y col (1974) y Estes y ~ (1974), usando pruebas

de fijación de complemento e inmunodifusión, encontraron que el

suero de pacientes contenía anticuerpos contra antígenos de

extractos de carcinoma mamario en el 46 % de los casos. No

obstante, carecían de especificidad, ya que se veían 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 antígenos solubilizados de carcinoma mamario,

la infiltración linfocitaria del tejido tumoral, la reacción

linforreticular, la histiocitosis sinusal de los ganglios

linfáticos regionales y la inhibición de la migración

leucocitaria, se correlacionan con el pronóstico del carcinoma

mamario (Hudson y col, 1974).

Chaitchik y 221 (1987) estudiaron 91 casos de cáncer de

mama en estadio 1 hasta 14 años después de la mastectomía. La

supervivencia a los 10 años era del 65 %. existe una ligera

tendencia a mejor supervivencia, pero de escasa significación

cuando hay infiltración linfocitaria perivenosa, infiltración
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linfocitaria tumoral difusa o histiocitosis sinusal de los

ganglios linfáticos no invadidos; tampoco hay grandes

variaciones con el tipo histológico, diferenciación nuclear,

edad y raza con la situación medial o lateral.

Los antígenos del carcinoma mamario reaccionan con el

fragmento Fab de la sinmunoglobulinas, no con el Fc.

El uso de la fracción citoplásmica tumoral como complejo

antigénico inyectado intracutáneamente muestra que las

reacciones de hipersensibilidad retardada positivas

correspondena las supervivencias más cortas (Huchesy Lytton

,

1964). Esta reacción se observa en el 18 a 25 % de las mujeres.

Aunque los antígenos de la membrana celular sean los que

participan en las reacciones inmunológicas, existen antígenos

en otras partes de la célula. Cuando se emplea membrana de

células cancerosas, con frecuencia se obtienen reacciones de

hipersensibilidad retardada, que a veces se correlacionan con

un pronóstico favorable y otras no. Los antígenos en juego no

parecen ser específicos. Stewart y Orizapa (1971) han señalado

que las enfermas de cáncer de mama pueden presentar una

reacción de hipersensibilidad retardada frente a membranas de

tejido de carcinoma mamario, de tejido mamario normal y de

melanoma maligno, posiblemente por la presencia de antígenos

comunes.

Iman y Tavlor (1989) utilizaron linfocitos de ganglios

linfáticos invadidos por células de carcinomas mamarios

metastásicos 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

células cancerosas de colon, estómago, pulmón y células

normales del epitelio del colon y de la superficie interior de

los túbulos renales.

Mediante electroforesis en geles de poliacrilamina se han

aislado TAA del cáncer de mama que no existen en el tejido

normal (Herberman, 1973; Hollinshead y col, 1974).

Abe y Kufe (1986) desarrollaron un anticuerpo monoclonal

(AMC) contra membrana plasmática cruda de carcinoma de mama

humano, al que se llamó AI4C DF3. Este reacciona con un antígeno

de superficie de gran peso molecular, unos 300 kd (DF3). El

ácido butarinico aumenta la expresión del antígeno DF3, de lo

que se deduce que se puede tratar de un antígeno de

diferenciación 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—7de carcinoma de mama. El

contenido intracelular y la secreción del antígeno DF3 aumenta

con el 12—O-tetradecanoilforbol—13-acetato y con la l—B—D—

arabinofuranosil—citosina (ara—C). La expresión del antígeno

DF3, no obstante, disminuye con diversos inductores de

diferenciación, como el ácido retinoico, la hexa—metileno—

bisacetamida, la l,25—dihidroxi-vitamina D3 y algunos solventes

polares. La secreción de antígeno DF3 es proporcional a su
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producción. La valoración de DF3 puede orientar sobre el grado

de maduración 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 químicos o provocado en

ratones con virus, pero no se encuentra en el tejido mamario

normal humano, de rata o ratón, ni en los tumores benignos

(Mackie y col, 1987). La tenascina interviene en las

interacciones entre el estroma y el epitelio mamarios

neoplásicos.

Gusterson y col observaron que un anticuerpo monoclonal de

ratón contra un epitopo de un polipéptido glicosilado de

100.000 daltons de las células de leucemia linfoblástica aguda,

reaccionaba con las células mioepiteliales del tejido mamario

normal humano y de rata. No se tiñen las células de los

conductos, los vasos sanguíneos o el estroma. Las células

teñidas varían entre el 3 y el 14 % de la población celular

mamaria. Este anticuerpo, no específico de la glándula mamaria,

podría servir en el tejido mamario para aislar células túbulo-

glandulares de células micepiteliales.

Kevdar y qpi (1989) produjeron un anticuerpo monoclonal

(H23) de ratón contra partículas de tipo vírico liberadas “in

vitro” por células de la línea T47D, procedente de un

adenocarcinoma mamario humano. El anticuerpo reacciona con una

gp68 que es segregada al medio 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 metástasis de carcinomas mamarios y de

células de la línea 14W. En un estudio de tejidos de 812

pacientes con carcinoma de mama se encontró con la técnica de

la inmunoperoxidasa indirecta que el anticuerpo monoclonal H23

reaccionó en el 91 % de los casos. La gp68 no existe en tejido

mamario normal y se detectó en 1 de 56 muestras de lesiones

benignas de mama.

Con anticuerpos monoclonales (E476) Díaz—Chico y £91

(1988) han demostrado en las células MCF—7, de carcinoma

mamario humano, una proteína de 65 RDa que es receptor de

estrógenos y un fragmento de 46 kDa del receptor de estrógenos

que es un TAA.

El tejido de carcinoma mamario en presencia de anticuerpos

monoclonales III D5 contra antígenos de membrana de glóbulos

grasos de leche humana reaccionó con 55 de 74 tumores (74.3 %)

con un antígeno citoplásmico y unas cuantas veces con material

extracelular secretado. La positividad a los Ac III DS en

citoplasma se correlaciona con los receptores estrogénicos y/o

progesterónicos, y la positividad con el antígeno secretado con

la existencia de receptores estrogénicos pero no de receptores

progesterónicos (Krohn y Helle, 1986).

El anticuerpo monoclonal 323/A3 contra células MCF-7, de

carcinoma mamario humano, se fijó “in vitro” a un antígeno de

superficie de 4 de 6 líneas neoplásicas de mama ensayadasy a

ninguna línea tumoral que no fuera de mama (Edwards y ~91,
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1986). En estudios de tejidos tumorales, el antígeno se

encontró en 6 de 8 (75 %) ganglios linfáticos con metástasis de

carcinoma de maria, 76 de 128 (59 %) carcinomas primarios, 13 de

63 (20 %) lesiones benignas y O de 10 muestras de tejido

mamario normal y de tejidos normales no mamarios, con excepción

del epitelio del colon. Es positivo en algunos adenocarcinomas

no mamarios. Se trata de una glucoproteina de Mr 43.000 que

existe en los tejidos orgánicos y en las líneas 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: 5 (“slow”), 1 (intermedia), R (rápida) y VR

(“very rapid”) y la DF 3 final en suero tiene distinta

movilidad electroforética según los individuos. Hay también DF3

en orina, con fracciones algo diferentes que en el plasma. Se

trata de un antígeno heterogéneo, que es una expresión

codominante de alelos génicos múltiples en un locus genético

único (llaves y ~91, 1988).

El anticuerpo monoclonal DF3, una Igol contra membrana de

células de carcinoma mamario humano, reacciona con el epitopo

de una familia de glucoproteinas de elevado peso molecular

(entre 300 y 450 kD) que existe en el 78 % de las células de

carcinoma mamario, 95 % de las células de carcinoma ovárico y

con las células de la línea celular MCF—7 establecida “in

vitro” de un carcinoma mamario humano (llaves y ~i, 1988).
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gufe, llaves y Aka (1987) y Kufe y £91 (1988) prepararon

anticuerpos monoclonales DF3 contra membranas celulares de

metástasis hepáticas de carcinoma mamario humano. El anticuerpo

monoclonal DF3 reacciona con los bordes apicales de las células

mamarias secretoras y con el citosol de células cancerosas

menos diferenciadas. El antígeno DF3 existe en micrometástasis

circulantes y de médula ósea. Ensayando el anticuerpo

monoclonal DF3 y los anticuerpos monoclonales F36/22 y 115-DE,

elaborados por otros investigadores contra las membranas de los

glóbulos grasos de leche humana,han encontrado que todos ellos

reaccionan con el mismo antígeno; DF3 y F36/22 son idénticos y

reaccionan con el mismo epitopo, en tanto que 115—DE lo hace

con un segundo epitopo. El DF3 circulante está formado por una

familia de glucoproteinas periacinosas con un peso molecular

entre 300.000 y 450.000 D. El antígeno DF3 está aumentado en el

72 % de las enfermas con carcinoma mamario metastásico y su

concentración se correlaciona con la evolución clínica. El uso

conjunto de anticuerpos Mc DF3 y 115—Da reveló la existencia de

un antígeno que llamaron CAlS—3, que existe en 115 de 158

pacientes con carcinoma mamario metastásico y su concentración

se correlaciona con la evolución. Los autores consideran que la

determinación del antígeno 0A15—3 es más sensible que el CEA.

El TAA CAl5—3 del carcinoma mamario es reconocido por los

anticuerpos monoclonales 115 Da y DF3, hecho analizado por

Fulino y ~91 (1986). En el suero normal los niveles son de 24

U/ml (media de 462 individuos). Este valor está aumentado en el
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24,3 % de las enfermas con carcinoma mamario de todos los

estadios; se correlaciona con el estadio clínico haciéndose

positivo en el 64,7 % de los casos en estadio IV, 70,3 % de

tumores metastásicos y 52,4 % de tumores recurrentes. El

porcentaje de positividad de CAl5—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 hepática y cánceres no mamarios. Esto revela que el

0A15-3 es útil en el diagnóstico y seguimiento de carcinoma

mamario.

Iacobelli y col (1986) prepararon anticuerpos monoclonales

inmunizando ratones con proteínas liberadas al medio de cultivo

de células de carcinoma mamario humano mantenidas “in vitro”.

El anticuerpo monoclonal SP—2, un antígeno de Mr 90.000 de tipo

proteinolipídico, reaccionó con 81 de 90 muestras tisulares de

carcinoma mamario humano (90 %), con 12 de 23 cánceres 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 %), tenían más de 6 U/mí; también estaba elevado en el 32

% de casos de cánceres no mamarios. Aunque de peso molecular

similar al CEA, se trata de un antígeno diferente que podría

utilizarse como marcador biológico de patología mamaria.

Alberti y (1986) estudiaron tejidos de cistosarcoma

filoides; se encontraron receptores estrogénicos en 4 de los 15

casos, con un promedio de 22 fmol/mg de proteína. CEA existía
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solamente en los componentes epiteliales de 12 de los 15

tumores. Se observó correlación entre expresión de CEA y

recidiva tumoral (50 %); no hubo recurrencia en los CEA—

negativos. No hay correlación entre la expresión de CEA y

receptores estrogénicos.

Bhatavdekar y col (1990) estudiaron 144 pacientes con

cáncer de mama avanzado, 64 premenopáusicas y 80

postmenopáusicas y sus respectivos controles y observaron una

relación directa entre los niveles plasmáticos de PRL y la

progresión tumoral o no respuesta al tratamiento.

Los interferones (TFN) modulan la expresión de diversos

antígenos de la superficie celular, entre ellos los del MHC.

Boyer y g91 (1989) estudiaron la acción de rIFNa y IFNy sobre

la expresión de antígenos MHC y otros que no son MHC. Usan

anticuerpos monoclonales para 14 antígenos de superficie de las

células cancerosas de 5 líneas celulares de carcinoma mamario

o 5 de cáncer ovárico. El rIFNr aumenta los antígenos de MHCde

clase 1 y de clase IT en el 90 % de los casos, hasta 11 veces.

El estudio de 17 epitopos de antígenos que no son MHC mostró

un aumento en el 6 % de los casos que no pasa de 2,7 veces. En

6 líneas celulares no aumentaron en ningún caso y en 4, uno o

dos epitopos moderadamente. Los interferones, por tanto,

producen la inducción selectiva de antígeno del MHCy, en menor

cuantía, de unos cuantos TAA que no son del MHC.

De la revisión anterior se desprende el evidente interés

que ha suscitado el estudio de distintos aspectos inmunológicos
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en el cáncer de nana. A pesar de que existen numerosos

hallazgos intrínsecamente importantes, se observan muchos

resultados contradictorios, se recogen situaciones dispares en

diferentes modelos experimentales y es muy difícil encontrar un

común denominador.

Por otra parte, muy pocos de los descubrimientos

mencionados pueden ser extrapolados a las observaciones

clínicas.
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III — MArEnIAL. Y MErODOS

III.A. MUJERES

Para la realización de este trabajo se estudiaron 44

mujeres. De ellas, í8 fueron mujeres sanas no embarazadas, 7

sanas embarazadas y 19 pacientes con carcinoma ductal

infiltrante de la glándula mamaria.

Las edades estuvieron comprendidas entre los 23 y los 44

anos.

Las edades medias fueron 31,3 años para las mujeres sanas

no embarazadas, 27 años para las embarazadas y 37 años para las

pacientes con cáncer de mama.

111.8. ANIMALES

III.B.l. RATONES514155

Se utilizaron ratones de la raza Swiss y C3H/He. El ratón

de tipo “Swiss” es una raza albina que se originó del Mus

musculus gris común. Por cruces entre los ratones albinos se

obtuvo una raza bastante homogénea que se mantiene de manera

endogámica respecto a raza, pero no de manera consanguínea

estricta como en las llamada cepas insitas o endogámicas, como

es la cepa C3H descrita a continuacion.
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III.B.2. CEPA INSITA DE PATONESC3H/He

La cena CJE, a la que también se ha llamado cepa Z, es el

resultado del cruce entre un macho DHA y una hembra albina

Hagg, hecha homozitogica, isogénica e isoantigénica por 25

cruces consanguíneos sucesivos y mantenida por consanguineidad

estricta. Los ratones de esta cepa presentan una incidencia muy

alta de adenocarcinomas mamarios espontáneos, tanto en hembras

que crían como en vírgenes; presentan una elevada incidencia

de hepatocarcinomas. Las células de la glándula mamaria de los

ratones CJE contienen una gran cantidad de partículas del virus

de los tumores mamarios murinos, abreviado habitualmente como

MuMTV O MMTV (por “murine mammary tumor virus”).

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

la cepa CJE mediante cesárea antes de su nacimiento natural y

amamantándolos con ratonas de la cepa C57BL para evitar la

transmisión horizontal del virus liberado en la leche de las

ratonas CJE. Se observó que 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 CJE que tienen virus del tumor mamario murino

(MMTV) en la leche.

No obstante, los ratones CJE/He contienen en su genoma

ácido desoxirribonucleico complementario (ADNc) del genoma de

ARN vírico. Aunque muchas sublíneas de C3H/He conservan la

característica de “no productivas” de partículas víricas
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maduras, algunas lineas de ratones y sublíneas celulares CJE/He

establecidas “in vitro”, como algunas de las mantenidas en

nuestro laboratorio, han recuperado la capacidad de producir

virus vegetativos, por inducción de ADNc provírico.

III.B.3. CONEJOS

Utilizamos conejos de la raza “Neozelandés”, con los

cuales se consiguen buenos títulos de anticuerpos tras su

inmunización y por su tamaño se puede conseguir mayor cantidad

de suero sanguíneo.

III.C. CULTIVOS DE CELULAS “IAl VITRO”

Los cultivos de células “in vitro” fueron de gran

importancia para realizar este trabajo. Se hicieron cultivos

primarios y cultivos de líneas celulares establecidas

Para el desarrollo adecuado de los cultivos celulares “in

vitro” se debe conocer si las condiciones mantienen la máxima

viabilidad celular, mediante prubas de viabilidad, y cual es su

capacidad proliferativa, por medio de curvas de crecimiento y

eficiencia de plancheo. Así mismo, es indispensable comprobar

que están libres de contaminación, haciendo pruebas de

esterilidad.

Las técnicas de todo esto se indican a continuación.
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III.C.l. TEONICA DEL CULTIVO PRIMARIO

Para los cultivos primarios se utilizaron embriones de

ratón, cuyas células sirvieron como células normales control.

Con objeto de realizar un cultivo primario de embrión de

ratón, la edad del mismo es importante en algunos estudios.

Para realizar un cultivo primario de embrión de ratón, 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 homozigóticos mantenidos en condiciones

idénticas, mediante curvas ponderales desde el apareamiento

hasta el momento del parto. Debe tenerse en cuenta que existen

variaciones dependiendo del número de embriones y del estado

previo de las ratonas (vírgenes o multíparas). Los embriones

que se utilizan son los de ratonas de 14—16 días de preñez.

La extracción se realiza extirpando el útero completo tras

sacrificar a la ratona por fractura cervical, fijarla por las

cuatro extremidades y realizar la incisión, sobre campo

aséptico desde la zona superior genital hasta el tórax. Los

úteros se depositan sobre placas de Petri con solución de

Dulbecco [lx], los embriones, con amnios y placenta, se ponen

en otra placa con solución salina equilibrada de Dulbecco [lx]

(SSED) y se extraen los primeros, colocándolos en otra placa

con SSED para proceder a su decapitación con tijeras. En una

placa de Petri nueva, se trocean con bisturíes encarados y se

pasan a un matraz de Rapapport con barra magnética, al que se
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añade SSED. Tras la sedimientación de los trozos, se decanta el

sobrenadante y se repite la misma operación hasta que la

solución 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 añade un volumen del medio de cultivo apropiado para

proceder a su centrifugación 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

R5aI de McCoy suplementado con 10 % de suero de ternera. Se

hace el recuento de células viables y se procede a la siembra

a una concentración de 200.000—500.000 células/ml. Cuando la

monocapa alcanza la confuencia se puede hacer un subcultivo

secundario.

111.0.2. TEONICA DEL SUBCULTIVO DE LÍNEAS CELULARES

ESTABLECIDAS ‘UN ~1ITRO”

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 manto de

células que se llama “monocapa celular” en los cultivos con las

células adheridas a la superficie de los recipientes. También

se pueden cultivar las células en suspensión, hasta alcanzar

una densidad determinada; entonces se reparte la población 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 que se aprieten,

para que no se produzcan alteraciones celulares por

hacinamiento y desproporción entre población celular, productos

catabólicos y sustancias nutritivas del medio de crecimiento.

Las células de las monocapas pueden desprenderse mediante

diferentes métodos, que en gran parte dependen de las

características de la línea celular que se quiere subcultivar.

Existe un procedimiento de desprendimiento mecánico, utilizando

espátulas con extremidad de goma o de teflón; otros métodos

utilizan soluciones quelantes o enzimáticas. Estas últimas

suelen ser las más empleadas.

El subcultivo debe realizarse en condiciones de

esterilidad. La técnica requiere experiencia para evitar

contaminaciones y hacerla cuidadosamente pero lo más

rápidamente posible para que las células no permanezcan mucho

tiempo a temperatura ambiente o en presencia de soluciones

enzimáticas o salinas capaces de dañarlas.

Para subcultivar las células se parte de un cultivo con la

monocapa celular confluyente, se decanta el medio gastado y se

añade solución de tripsina al 0,2 % a 370 C, balanceando

suavemente de 1 a 3 minutos, según las características de la

línea celular que se subcultiva.

La solución enzimática se decanta sin escurrir demasiado

y se deja actuar a la tripsina que queda, incubando a 370 C
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durante 5 a 10 minutos. La monocapa se retrae y empieza a

desprenderse de la pared del recipiente. Se añade medio fresco

a 370 0, se resuspenden las células por pipeto suavemente para

desperdigarías y se toma una muestra para recuento celular.

Se distribuye en nuevos recipientes poniendo la solución

a la concentración necesaria para el crecimiento de la

población celular, que varía para cada tipo de línea celular.

Se completa con medio de cultivo fresco el volumen que necesita

el frasco de siembra según su tamaño. Se agita suavemente la

suspensión para distribuir homogéneamente las células y se

incuba a 370 C.

III.C.2.a. Línea celular ¡OIT establecida “in vitro”

Para la realización de nuestro trabajo utilizamos la línea

de células MMT.

La línea celular MMT fue establecida “in vitro” por Sachs

en 1962 a partir de un adenocarcinoma mamario espontáneo de

ratón hembra, híbrido del cruzamiento Fl(C57B1 x Af). Las

células MMT presentan una morfología epitelioide, 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 producían y eliminaban al medio MMTV.

El medio de crecimiento generalmente utilizado para el

cultivo estacionario en monocapa de esta línea celular es el
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medio esencial mínimo de Eagle suplementado con 10 % de medio

de ternera recién nacida. Pero también progresan muy bien en

medio RSaI de McCoy. Para subcultivar las células se desprenden

con solución de tripsina al 0,2 %, que se deja actuar durante

cinco minutos, y se siembra en proporción de 1 para 20, o sea,

unas 40.000 células/cm’. La xwonocapa llega a la confluencia a

los seis días. El cambio de medio se realiza diariamente a

partir del tercer día de la siembra. Para su conservación por

congelación se utiliza elmismo medio de crecimiento

suplementado con glicerol tridestilado al 5 %, presentando al

descongelar una viabilidad del 90 %.

El tiempo de generación del ciclo celular de las células

MMT es de 14 horas 20 minutos, una duración de la fase G2 de 2

horas 30 minutos, una fase 5 de 6 horas, un tiempo de mitosis

de 50 minutos y una fase Cl 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

inoculación de ratones singénicos con 1.000.000 de células por

vía subcutánea.

III.C.3. TECNICAS DE VIABILIDAD Y RECUENTOCELULAR

El recuento celular es el método para calcular el número

de células existentes en los cultivos, interesándonos las que

son viables.
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A la vez que el número de células que se siembra, conviene

saber la proporción de ellas que son viables, porque algunas

sufren durante las maniobras del subcultivo. Existen varios

procedimientos para reconocer las células viables. Uno de

ellos, aprovecha la Drorjiedad de la membrana celular

funcionalmente intacta para rechazar algunos colorantes que,

contrariamente, difunden pasivamenteen las células muerta so

con alteraciones de la membrana, quedando teñidas. Se habla de

colorantes de exclusión, entre los cuales se encuentranel azul

tripán (Pannenheimer, 1927; McLimans y col., 1957; Kruse y

Patterson, 1973) y la eritrosina B (Phillins y Andrews, 1959).

Estas sustancias qeneralemtne no son tóxicas a las

concentraciones empleadas; la toxicidad no afectaría a las

células de los cultivos, ya que para el recuento celular se

utiliza una pequeñísiam alícuota que se separa de la suspensión

celular, pero se debe comprobar que el producto empleado carece

de toxicidad para las células que se cuentan, porque podría

llevar a un cálculo interior al real de la viabilidad.

Para realizar el recuento se debe disponer de una

suspensión celular que tenga entre 100.000 y 1.000-000 de

células/mí, con lo que se obtienen menores errores de cálculo.

En caso de resultar una suspensión muy concentrada, se diluye

con el medio de cultivo y se vuelve a contar. Se toma 0,5 ml de

suspensióncelular, se añade0,15 ml de solución de eritrosina

B al 0,4 % en solución GKN [lx] o 0,5 ml de solución de azul

tripán al 0,05 % en solución CKN [2,5x], se agita suavementey
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se mantienen a temperatura ambiente ocho minutos. A

continuación, se resuspenden las células con una pipeta Pasteur

y se deposita una gota en el extremo del cubrobjetos de una

cámara de Neubauer.

Las células viables se ven refringentes y sin colorante en

el interior, mientras las degeneradas o muertas se tiñen con el

colorante.

Se cuentan los cinco campos de los dos retículos grandes,

cada campo subdividido en dieciseis cuadritos, a fin de obtener

la concentración en númer de células/ml. Multiplicar por 1.000,

factor de la cámara en función del grosor de la suspensión

celular entre el cubreobjetos y la superficie de la cámara. El

número resultante se multiplica por el factor de dilución

introducido por la solución colorante. Así, si a 0,5 ml de la

suspensión celular original se le añadieron 0,15 ml de la

solución de eritrosina B; el factor de dilución es de 1,3, por

el que se debe multiplicar.

III.C.4. CURVA DE CRECIMIENTO DE LAS POBLACIONESCELULARES

Cada línea celular crece a un ritmo determinado, y es

importante conocerlo con objeto de calcular su tiempo medio de

generación, que corresponde al tiempo que transcurre para que

la población celular en fase de crecimiento logarítmico 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

concentración celular, que marca el comienzo de la curva, que

es el número de células/ml sembrado. Cada 24 horas se

desprennden las células de dos frascos con solución de tripsina

al 0,2 %, se procede al recuento de alícuotas de cada frasco y

se saca la media. Los catorce frascos permiten trasladar a la

curva el progreso celular a lo largo de siete días.

Otro de los procedimientos que hemos utilizado es el de la

cinefotomicroprafia de intervalos en contraste de fases. Se

hacen subcultivos celulares de la manera habitual y se mantiene

el frasco dentro de la cámara de incubación del equipo de

registro. Los frascos de cultivo deben proporcionar imágenes

claras. Para poder realizar los cambios de medio de cultivo,

los frascos se conectan con cánulas. La cámara de incubación se

mantiene a 370 C, se coloca el intervalómetro a la velocidad de

filmación de fotogramas conveniente y se pone en marcha la

película. La película que se obtiene permite el recuento de

varios campos después de la siembra y el cálculo del número de

células en esos mismos campos cada 24 horas. Para obtener una

buena curva de crecimiento conviene contar un número elevado de

células.

Además del tiempo de generación o tiempo de duplicación

del número de células en la fase de crecimiento logarítmico,

región de la curva en que se obtiene una línea recta, la

cinefotomicrografía permite calcular los tiempos de duración de
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mitosis individuales y los tiempos de generación entre mitosis

sucesivas. Para conseguir un buen promedio de tiempo de

generación se debe contar un número elevado de células, no

menos de 100, y promediar sus valores.

En los cultivos en susnensión se hace el recuento tomando

muestras de los recipientes de cultivo cada 24 horas a partir

del subcultivo. El hecho de que los tubos de cultivo en

suspensión tengan unos 20 ml de medio de cultivo y se necesiten

únicamente 10 gl diarios para el recuento y construcción de la

curva de crecimiento impide que se produzcan alteraciones

significativas.

III.C.5. EFICIENCIA DE PLANCHEO

Se llama eficiencia de níancheo 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 varía con la línea 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 incubación habituales. Se siembran

20 células/cm2 en frascos Corning de 25 cm’ de superficie de

cultivo. El pH debe mantenerse en 7,2 a lo largo de la prueba,

para lo cual se incuban los frascos en estufa a 370 C en

atmósfera de aire con CO, al 5 % saturada de humedad. Las



98

células se fijan, se tiñen y se cuenta el número de clones que

contengan más de 32 células entre el octavo y el duodécimo día.

Para fijar las células se decanta el medio de cultivo, se

lavan dos veces con solución salina equilibrada y se fijan

durante dos horas con solución de Bouin a temperatura ambiente.

Se decanta el sobrenadante y se lavan de nuevo las células tres

veces con etanol al 70 ½ hasta el momento de la tinción, se

conservan igualmente en etanol al 70 %.

Para teñir las células se utiliza cualquiera de las

tinciones histológicas o citológicas y se cuenta, como se

indicó, el número de clones desarrollados, calculando el

porcentaje cte células viables sembradas que han desarrollado

clones

.

III. CH. MEDIOS DE cutrivo PARA PRUEBAS DE ESTERILIDAD

BACTERIANA, MICOWGICA Y MICOPLASMICA

I1EI.CH.1. INFUSION DE CEREBROY CORAZON

Agar Oxoid N~ 3 0,5 g

Infusión de cerebro y corazón (Oxoid) 18,5 g

H20 bidestilada, c.s.p 500 ml

Disolver al baño María.

Distribuir 10 ml por tubo.

Esterilizar al autoclave a 1150 C durante 20 minutos.

Enfriar a temperatura ambiente.
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Almacenar a 40 C.

Para cultivos en plano inclinado usar agar al 1 %, echar

caliente en los tubos y dejarlos enfriar con la inclinación

conveniente hasta que solidifique el medio de cultivo.

Los medios se inoculan con 0,5—1,0 ml del material a

ensayar y se incuban a 370 ~ durante una semana.

Los cultivos inclinados se raspan superficialmente con un

asa bacteriólogica cargada con la muestra a ensayar.

III.CH.2. MEDIO DE TIOGLICOLATO DE BREUER

Medio de tioglicolato de sodio (Oxoid) 14,9 g

H20 bidestilada, c.s.p 500 ml

Distribuir 10 ml por tubo.

Esterilizar al autoclave a 1150 C durante 20 minutos.

Almacenar a 40 C.

Los cultivos en plano inclinado y las siembras se hacen de

la misma manera que se indicé para la infusión de cerebro y

corazón.

III.CH.3. AGAR DEXTROSADE SABOIJRAUD (AUS)

Agar dextrosa de Sabauraud (Oxoid) 16,25 g

H20 bidestilada, c.s.p 250 ml

Disolver al baño María.

Distribuir 10 ml por tubo.
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Esterilizar al autoclave a 1150 0 durante 20 minutos.

Dejar inclinados hasta que solidifiquen.

Guardar a 40 ~

Este medio permite el reconocimiento de contaminaciones

con hongos.

III.CH.4. MEDIO DE AGAR SANGREEN EXTRACTODE PILDES

PARA MICROORGANISMOS L Y PPLO (MICOPLASMAS)

Fórmula para 125 c.c.

Fundir 100 ml de agar sangre base “Oxoid” (CMSS)

Enfriar a 500 0 y añadir 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 0M6).

Gasear con 002 al 5 %.

Verter en placas y dejar solidificar.

Sembrar unas gotas de la muestra a ensayar en la

superficie.

Incubar a 370 unas placas en aerobiosis y otras en

anaerobiosis (atmósfera de 5 % 002 + 95 % Nj.

Sellar con parafina—glicerol para evitar desecación.

Observar con el estereonicroscopio cada 2 días (las placas

aparecen entre los 2 y 10 días) (las colonias de micoplasmas

aparecen cono “huevos fritos”).

Pueden subcultivarse cogiendo fragmentos de agar con

colonias y frotándolas suavemente sobre la superficie de nuevas
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placas.

Se pueden conservar bloques de agar con colonias en

frasquitos adecuados a ~7Oo 0.

III.D. TECNICAS DR CONCELACIONY DÉSCONGELACION

Las lineas celulares que no se utilizan en un momento dado

o se tienen como reserva de seguridad se deben conservar para

usos futuros.

La mayor parte de las líneas celulares se pueden mantener

vivas de forma indefinida mediante congelación a ~760 O 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), B~y (1957a, 1957b) y Swim

y col. (1958).

Los medios que se utilizan para la congelación, en general

son los de mantenimiento suplementados con glicerol

tridestilado o dimetilsufóxido (DM50), en ambos casos a una

concentración de 5 a 10 %.

El procedimiento de congelación que utilizamos consiste en

la disminución térmica de 2 a 30 ~ por minuto de las

suspensiones celulares en medio de congelación hasta alcanzar

una temperatura próxima al punto de solidificación del medio,

momento en que la suspensión celular se transfiere a un

recipiente de nitrógeno líquido (fase gaseosa), o a un

congelador de ~9O0 O para producir un descenso térmico brusco
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e impedir cristalizaciones y recristalizaciones que pueden

dañar a las estructuras celulares.

La descongelación de las muestras se realiza intentando

alcanzar la temperatura de 370 0 en el menor tiempo posible,

por lo que se realiza mediante agitación continua en baño a 370

0. A continuación se diluye la suspensión en su medio de

cultivo habitual y se siembran las células.

El momento idóneo para proceder a la congelación, en el

caso de las células cultivadas en monocapa, es en la fase de

crecimiento logarítmico. Primero se realiza el desprendimiento

celular. Se resuspenden las células en su medio de congelación

y se toma una muestra para recuento y para pruebas de

esterilidad. La suspensión celular se pone a una concentración

en la que el número de células viables que haya en 1 ml sea

unas tres veces mayor al requerido para la siembra de un

subcultivo ordinario, para compensar las pérdidas que puedan

producirse. La suspensión se distribuye en viales de

congelación de 2 ml y se procede a la congelación.

Para evitar el daño que puede producirse con el aumento de

temperatura en los casos en que se utiliza el DMSO, se prepara

el medio de cultivo con DM50 al doble de la concentración final

necesaria. La suspensión celular se dispone al doble del número

de células que se desea congelar y se mantiene en medio sin

DM50 en baño de hielo durante 10 minutos. A continuación, se

mancomuna con el mismo volumen de medio con DM50 para que quede

a la concentración deseada.
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III. E. ORTENCION DE LINFOCITOS PARA SU CULTIVO “lA’ VITRO”

III.E.1. LINFOCITOS HUMANOSDE SANGREPERIFERICA

Se extrae sangre venosa, se pasa a un tubo de vidrio

estéril y se procede a la desfibrinación removiendo con una

varilla de cristal. Se centrifuga, se recoge el suero, se

resuspenden las células en el mismo volumen de solución GKN

[lx] y se forma gradiente con solución separadora de linfocitos

(ficolí) en una relación de 4 para 3 en un tubo de

policarbonato. Se centrifuqa y se recoge con una pipeta estéril

la zona que posee el mayor número de linfocitos purificados,

que es la que queda justo por debajo de la interfase. Se lava

con solución GKN [lx], 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 concentración

requerida.

III.E.2. LINFOCITOS DE SANGREPERIFERICA DE RATON

Se hepariniza al ratón por vía intraperitoneal mediante

100 pl de heparina; a los diez minutos se lleva a cabo la

decapitación o la punción cardíaca, recogiendo la sangre en un

tubo estéril con 10 ml de solución GKN [lx] más 50 pl de

heparina. Se procede a la formación de un gradiente de densidad

con una solución de ficol del mismo modo que el desarrollado en
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el apartado anterior.

1113$. SOLUCIONES Y MEDIOS NUTRITIVOS UTILIZADOS PARA EL

CULTIVO DE CELULAS “IN VITRO”

III.F.1. SOLUCION 0KW

Esta solución es muy

células. Habitualmente se le

K por el KCl y N por el NaCí

Para almacenaría se

concentración diez veces mas

[lOx], a partir de la cual se

trabajo o solución GKN [lx]

empleada para el lavado de las

llama solución GKN: G por glucosa,

que intervienen en su composición.

prepara una solución con una

que la isotónica o solución GKN

prepara la solución isotónica de

por dilución con agua bidestilada

de una pequeña cantidad de bicarbonato de sodio comoy adición

amortiguador del pH y rojo

Solución 0KW [lOx]

Glucosa

1<01

Nací

Rojo fenol al 1%

Agua bidestilada,

Distribuir en al

fenol como indicador del mismo.

10 g

c.s.p

icuotas de 500 mí,

4 g

80 g

20 ml

ml

en

1.000

esterilizar

autoclave a 1150 0 durante 20 minutos

ambiente.

Solución 0KW [lx]

y almacenar a temperatura
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GKN [lOx] .

NaHCO3 al 1,4 ~.

Agua bidestilada, c.s.p

Esterilizar por filtración a presión,

alícuotas de 100 ml y almacenar a temperatura

100 ml

20 ml

.... loco

distribuir

ambiente.

ml

en

III.F.2. SOLUCION SALINA AMORTIGUADA CON

FOSFATOSDE DULBECCO

Esta solución es muy utilizada por su elevada capacidad

amortiguadora del pH (Dulbecco y Voat, 1954). Se abrevia

comunmente solución PES (por “phosphates buffered salme”) o

solució salina amortiguada con fosfatos.

La solución isotónica o solución PES [lx] se elabora

preparando tres fracciones que se mezclan de la siguiente

anera:

Primera fracción:

Nací

1<01

Na2HPO

KH2PO

Agua bidestilada, c.s.p

Segunda fracción:

CaCí

Agua bidestilada, c.s.p

Sg

0,2 q

1,15 g

0,2 g

500 ml

0,1 g

250 ml
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Tercera fracción:

MgCl 0,1 g

Agua bidestilada, c.s.p 350 ml

Esterilizar cada fracción por separado en autoclave a 1150

C durante 20 minutos. Una vez esterilizadas, reunirlas en orden

y añadir:

Rojo fenol al 1 ~- 10 ml

Esterilizar por filtración a presión, distribuir en

alícuotas de 100 ml y almacenar a temperatura ambiente.

III.F.3. SOLUCION SALINA EQUILIBRADA DE EARLE

Farle (1943) ideó una solución salina, cuya composición se

indica a continuación. Para almacenar, se prepara una solución

concentrada diez veces o solución de Earle [lOx], a partir de

la cual se consigue la solución isotónica [lx] por dilución con

agua bidestilada, a la que se añade rojo fenol como indicador

de pH.

Solución salina de Earle [lOx]

Primera fracción:

Nací 68 g

KCl 4 g
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MgSO .

Agua bidestilada, c.s.p .

Segunda fracción:

NaH2PO4. -

D—qlucosa

Agua desionizada y bidestilada, c.s.p.

0,98 g

500 ml

1,4

lo

350

g

g

ml

Tercera fracción:

CaCí 2 g

Agua bidestilada, c.s.p 100 ml

Esterilizar las tres fracciones por separado al autoclave

a 1150 C durante 30 minutos. Mancomunar y completar con:

Agua bidestilada, c.s.p 1000 ml

Solución salina de Earle

Solución salina de Earle

Rojo fenol al 1 9-

Agua bidestilada, c.s.p.

isotónica

[lOx]

III.F.4. SOLI3CION SALINA EQUILIBRADA

(Hanks y Wallace, 1949).

DE HAKKS

Las soluciones de provisión [lOx] y la isotónica de

trabajo [lx] se preparan como sigue:

Solución de Hanks concentrada (lOx]

[lx)

100

2

1000

mí

ml

ml



108

Primera fracción:

Nací

KCl

MgSO

MgCl

Agua bidestilada, c.s.p

Segunda fracción:

Na2HPO

KH,PO

Glucosa

Agua bidestilada, c. s.p

Tercera fracción:

CaCí

Agua bidestilada, c.s.p

Esterilizar las tres fracciones por separado en

a 1150 C durante 20 minutos. Mancomunar y completar

Agua bidestilada, c.s.p

Esterilizar por filtro a presión, distribuir en

de 1.000 ml y almacenar a temperatura ambiente.

Nota.— La solución [lOx] se prepara sin bicarbonato

sodio, que se añade al preparar la solución [lx].

Solución de Hanks isotónica [lx].

Solución de Hanks [lOx]

1,4 g

250 nl

autoclave

con:

1000 ml

alícuotas

de

80

4

1

1

500

g

g

g

g

ml

0,6

0,6

lo

250

g

g

g

ml

100 ml
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NaHGO,, al 1,4 % • 10 ml

Rojo fenol al 1 9- 2,5 ml

Agua bidestilada, c.s.p 1000 ml

Esterilizar por filtración, distribuir en alícuotas de 100

ml y almacenar a temperatura ambiente.

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

Esta solución enzimática se utiliza para desprender las

células de las monocoapas con objeto de proceder a su

subcultivo.

Fórmula para 1.000 ml.

Hacer una pasta con:

Tripsina 1:250 Difco 2 g

Solución GKN [lx] pequeña

cantidad

Disolver en:

Solución GRN [lx] 900 ml

NaHCO3 al 1,4 % 60 ml

Agitar hasta disolver al máximo (suele quedar un pequeño

residuo insoluble).

Añadir:

Rojofenolal 19- 2 ml

Solución GKN [lx], c.s.p 1000 ml

Pasar por papel filtro, esterilizar por filtración,
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distribuir en alícuotas de 10, 25 y 50 ml y conservar

congelando a ~2Oo O.

III.F.6. SOLUCIONES PARA RECUENTOCELULAR

III.F.6.a. Solución de cristal violeta al 0,01 %

Se utiliza para conseguir una suave

facilitar el recuento de células totales.

Acido cítrico

Cristal violeta

Agua bidestilada, c.s.p

Distribuir en alícuotas de 50 mí, esterilizar al

a 1150 0 durante 20 minutos y almacenar a temperatura

III.F.6.b. Colorante de exlusián

Se emplea para reconocer las

el colorante y no se tiñen,

degeneradas o muertas incorporan

coloración para

4,8 q

0,015 q

200 ml

autoclave

ambiente.

de eritrosina B al 0,4 %

células viables, que rechazan

en tanto que las células

el colorante y toman un color

Eritrosina E

Solución GKN

Distribuir en

a 1150 0 durante 20

0,4 g

[lx] c.s.p 100 ml

alícuotas de 10 mí, esterilizar al autoclave

minutos y almacenar a temperatura ambiente.

rojo.
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111.0. MEDIOS NUTRITIVOS PARA EL CULTIVO DE CELULAS “lA’ VITRO”

III.G.l. MEDIO ESENCIAL MíNIMO (MEN) DE EAGLE

Utilizamos el medio esencial mínimo de

solución de Hanks con glutamina, desecado,

bicarbonato de sodio y se reconstituye con

estér

Eaale (1959) en

al que seañade

agua bidestilada

il.

MEMbase en polvo,

con glutamina, sin NaHCO3 (Flow) 107,8 g

NaHCO 3,5 g

Agua bidestilada estéril, c.s.p 10 1

Esterilizar por filtro a presión y almacenar a 40 ~

Para su empleo como medio de crecimiento, el medio

esencial mínimo de Eagle (MEM) se suplementa con aminoácidos no

esenciales, antibióticos y suero sanguíneo.

III.G.2. MEDIO R5A DE McCOY

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

ocasiones preparándolo a partir de sus componentes, de la

siguiente manera:

Solución de Hanks [lOx] 500 ml

Solución de aminoácidos [lOx] 500 ml

Solución de vitaminas [SOx] 100 ml

Solución de rojo fenol al 1 % 10 ml

NaHCO3 3,5 g

Glutamina [lOOx] 50 ml



100 ml

25 mg

5.000 ml

filtración y
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Solución de glucosa al 10 9-

Hidrolizado de lactalbúmina

Agua bidestilada estéril, c.s.p

Clarificar, prefiltrar, esterilizar por

almacenar a 40 C.

Antes de su uso, este medio se suplementa con suero

sanguíneo y antibióticos.

Como se puede ver, el medio RSa de McCoy lo preparamos

utilizando soluciones concentradas de algunos productos, que

facilitan su mantenimiento en provisión. Sus composiciones son

las siguientes:

Solución de aminoácidos de McCoy

L-Triptof ano

L—Fenil—alanina

L-Tirosina

L-Arginina (HOl)

L—Histidina (UCí

L—Lisina (HOl)

L—Cisteína

L—Metionina ....

L—Isoleucina ...

L—Leucina

L-valina

L—Treonina

[lOx]

145

825

905

2.105

1.045

1.825

1.750

745

1.965

1.965

880

895

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

L—Asparragina 2.250 mg
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L—Glicina

L-Serina

L—Alanina

L—Prolina

L-Hidroxiprolina ...

Acido L—aspártico

Acido L-glutámico

Agua tridestilada, c

Disolver en el orden

500 y 250 ml. Conservar a

.s.p

indicado y

~2Oo e.

distribuir en

375

1.315

670

865

985

995

1.105

5.000

alícuotas

Solución de vitaminas de Mccoy

Tiamina (HOl)

Riboflavina

Piridoxal (HOl

Piridoxamina

Acido nicotíni

Nicotinamida

Pantotenato de

Biotina

Acido fólico

Cloruro de

Inositol

)

co

calcio

colina

Acido paraaminobenzoico

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

ml

de

[50x]

20

20

50

50

50

50

20

20

20

500

3.650

100

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

mg

Acido ascórbico 50 mg
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Glutation 50 mg

Cianocobalamina 75 mg

Agua tridestilada, c.s.p 2.000 ml

Disolver en el orden indicado y distribuir en alícuotas de

100 ml. Conservar a —2O~ C.

Solución de glutainina 200 mM

Glutamina 29,3 g

Agua desionizada y bidestilada,c.s.p 1.000 ml

Disolver y distribuir en alícuotas de 100 ml. Conservar a

—2O~ e.

Solución de glucosa al 10 *

Glucosa

Agua desionizada y bidestilada, c.s.p

Disolver, distribuir en alícuotas de

al autoclave a 1150 0 durante 20 minutos

lenta para evitar que se caramelice.

100 g

1000 ml

100 mí, esterilizar

con desvaporización

Solución de rojo fenol

Rojo fenol 10 g

Solución de NaHCO, 0,05 N 600 ml

Agua tridestilada, c.s.p 200 ml

Disolver el rojo fenol en la solución de NaHCO3 y luego

añadir el agua destilada. Ajustar el pH a 7,2 con solución

NaHCO, 0,05 ti. Se necesitan unos 50 ml. Ajustado el pH, añadir:
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Agua tridestilada, c.s.p 1.000 ml

Distribuir en alícuotas de 10 ml y esterilizar al

autoclave.

111.0.3. MEDIO R5a-I <MEDIO R5A DE McCOY MODIFICADO POR

IWAKATA)

(Iwakata y Grace, 1964)

Medio R5a en polvo (Flow) (RSa base de

Iwakata con glutamina, sin NaHCO3) 122,1 g

NaHCO 22 g

Agua bidestilada estéril, c.s.p 10 ml

Esterilizar por filtración a presión y almacenar a 40 0.

Para su utilización como medio de crecimiento, se

suplementa con suero sanguíneo y antibióticos.

III.H. TECNICAS DE FIJACIÓN Y TINCIÓN CITOLOGICA

III .H. 1. CELULAS CULTIVADAS “IN VITRO”

Los cultivos destinados a estudios morfológicos

normalemente se realizan en recipientes diseñados para este

fin, pudiendo ser portaobjetos o cubreobjetos de vidrio o

plástico. El modelo más 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 la

suspensión celular de forma que la relación de células por cm’

de superficie sea del orden que la utilizada en las condiciones

de mantenimiento.

III.H.2. FIJADORES

III.H.2.a. Fijador de Bouin

Se prepara de la siguiente manera:

Solución satura de ácido pícrico

(1,4 % en agua) 75 ml

Formaldehído al 40 9- 25 ml

Acido acético glacial 5 ml

III.H.2.b. Formol neutro amortiguado al 10 %

Preparar de la siguiente manera:

Formol comercial (aproximadamente al 40 %) 50 ml

Agua bidestilada, c.s.p 450 ml

NaH,P04~2H,O 2,26 g

Na,HPO 3,25 g

Primero se disuelven las sales en el agua y después se

añade el formol.

111.11.3. METODOSDE TINCIÓN

II.H.3.a. Tincián con henatoxilina y eosina
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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 continuación, 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 que no suelten color. Se deshidratan en baños

sucesivos de etanol 700, 960 y absoluto, se aclaran en xilol y

se montan en balsamo de Canadá.

a.l Solución de henatoxilina de Caracci

Preparar de la siguiente manera:

Hematoxilina 0,5 g

Toadato potásico 0,1 g

Alumbre potásico 25 g

Glicerina bidestilada 100 ml

Agua, c.s.p 500 ml

En un mortero se mezclan hematoxilina y iodato potásico,

machacando hasta obtener una mezcla pulverizada compacta

morada. Añadir el alumbre potásico y volver a machacar hasta

obtener un polvo muy fino. Añadir la glicerina poco a poco y

mezclar hasta conseguir una pasta espesa. Añadir el agua y

dejar madurar durante una semana.
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a-2. Solución de eosina

Preparar de la siguiente manera:

Eosina amarilla

Agua c.s.p

III.H.3.b. Tinción con Gieinsa

Preparar extensiones o cultivos en cubreobjetos o

microplacas y secar al aire. A continuación, fijar en metanol

absoluto durante 20 minutos. Decantar el fijador y añadir

solución de Giemsa patrón diluida a 1/lo con buffer de Sorensen

y filtrado justo antes de su uso,

6 minutos. Decantar y lavar con

Secar al aire y montar en bálsamo de

preparado

dejándola

abundante

Canadá.

en el momento

actuar durante

agua corriente.

¡ti. Solución patrón de Giemsa

Se prepara utilizando:

Giemsa en polvo

Glicerol

Metanol absoluto purísimo neutro

DIsolver el polvo de Giemsa en el glicerol a

2 horas, o bien agitar durante una noche a 370

metanol absoluto y dejar envejecer 2 semanas.

0,757 g

50 ml

Soiní

560 0 durante

O. Añadir el

1 g

100 ml



119

III.H.3.c. Tinción de May-Grúnwald—Giemsa

Las extensiones o los cultivos se preparan en cubreobjetos

o microplacas y se dejan secar al aire, fijándose

posteriormente en metanol absoluto durante 20 minutos. Decantar

el fijador y añadir colorante de May-Grúnwald durante 5 minutos

y, sin decantar, añadir un volumen igual de agua bidestilada.

Decantar y continuar la tinción como se describió para la

tinción con Giemsa.

c.l. Solución de May-Grúnvald

Preparar de la siguiente manera:

Colorante de May-Grúnwald en polvo 2,5 g

Metanol absoluto purísimo neutro 1000 ml

Disolver el colorante de May—Grúnwald en polvo en el

metanol absoluto y agitar durante una noche a 370 C. Dejar

envejecer 1 mes.

111.1. TECNICA DE LA CINEFOTOMICROGRAFADE INTERVALOS EN

CONTRASTEDE FASES

La cinefotomicrografía de intervalos en contraste la

utilizamos en este trabajo para observar los fenómenos

ocasionados por los sueros y linfocitos tóxicos sobre las

células.
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111.1.1. EQUIPO UTILIZADO Y CONDICIONES DE FILMACIÓN

Utilizamos un microscopio invertido Nikon, modelo M, para

poder realizar una observación 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 cámara de incubación, la cual

permite mantener la temperatura a 370 C, con una precisión de

± 0,10 0, gracias a un dispositivo de inyuección de aire

caliente, regulada por un dispositivo de control frente a las

variaciones de temperatura detectadas por un termopar colocado

próximo al recipiente en observacion.

Se pueden adaptar distintos sistemas ópticos, como campo

claro, campo oscuro, polarización y contraste de fases, siendo

este último el que mejor se adapta a la mayoría de nuestros

estudios, permitiendo la visualización en las células de un

mayor número de estructuras.

La distancia focal es larga, pudiendo emplearse

recipientes de hasta 17 mmde altura, cono los de Barle T—15,

sin necesidad de utilizar microcámaras especiales.

El microscopio esstá diseñado para usar dos salidas de

recogida de imagen: a una se adaptan el portaoculares y el tubo

para la cámara de fotografía; la otra es una salida horizontal

para la adaptación de una cámara de cine.

El equipo tiene adaptado también un sistema de
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sobreimpresión de datos para rotular las películas y señalar

los fenómenos observados durante el rodaje.

La cámara que utilizamos es una Paillard Bolex de 16 mm,

con un intervalómetro Nikon, que puede funcionar manual o

automáticamente a través de una célula fotoeléctrica, y que

dispone de un sistema auxiliar para la iluminación sincrónica

con flash, que va a permitir rodar cadencias que van desde 4

imágenes (i) por segundo hasta 2 imágenes por hora. En nuestro

caso, la cadencia de filmación se programó en función de la

duración del fenómeno en estudio, utilizando aceleraciones

entre 4 i/segundo y 1 i/minuto.

Se intenta obtener unas condiciones lo más iguales a las

seguidas en el mantenimiento de las células, así como en las

titulaciones de serotoxicidad y linfotoxicidad, para poder

extrapolar los datos obtenidos. Por ello, las células se

siembran en frascos de Earle T—15, de cristal, o Falcon, de

plástico, cuya altura permite ajustar en condiciones óptimas la

iluminación y el contraste de fases, en la misma relación 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

observación y registro, se adaptaron a los frascos tapones de

silicona perforados con dos cánulas metálicas, de entrada y de

salida, conectadas a tubos de silicona adaptables a jeringas

desechables.

Para evitar desplazamientos, los recipientes y las cánulas
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se fijaron a la platina y cámara de incubación mediante cinta

adhesiva.

Las variaciones técnicas y el desprendimiento de CO,

durante el catabolismo celular producen con frecuencia

desenfoques que pueden evitarse equilibrando las presiones

interior y exterior, siempre preservando la esterilidad con un

filtro Millex de 0,45 gm de poro en la cánula de entrada.

Para la filmación se utilizaron carretes “Eastman Color

negativa” tipo 7247 o “Plus X negative” tipo 7231, los cuales

fueron señalizados y rotulados empleando el equipo de

sobreimpresión de datos.

111.1.2. PROTOCOLODE REGISTRO DE DATOS DE LA

FILMACIÓN

Para poder llevar a cabo una correlación 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 fenómenos registrados en ella, guardando intacto

el negativo para posteriores copias.
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111.1.3. ANALISIS DE LAS PELÍCULAS

El análisis de las películas se puede hacer con un

proyector que pueda detener la imagen y proyectar hacia atrás

y, en condiciones óptimas, con un analizador de imágenes.

Nosotros utilizamos una solución intermedia, realizando el

estudio con un equipo Moviola modelo M77AH, que permite el

visionado imagen por imagen a cadencia normal y a alta

velocidad hacia delante y hacia atrás.

El equipo lleva incorporado un dispositivo con el que

podemos conocer directamente el tiempo de proyección a 24 i/seg

y el número de fotogramas en cada momento. De esta manera, con

los datos registrados en el protocolo se pueden determinar las

variaciones producidas en función del momento en que se han

realizado las distintas maniobras y medir la duración de cada

uno de los fenómenos registrados.

Los parámetros que pueden estudiarse son numerosos, como

las variaciones del número de células por campo, número de

mitosis, número de degeneraciones, velocidad de desplazamiento

o movimientos de distintas estructuras celulares.

111.3. TECNICAS PARA MICROSCOPIO ELECTRONICO

III.J.l. PROCEDIMIENTO PARA CULTIVOS DE CELULAS “1W VITRO”

III.J.l.a. Fijación

Se siembran frascos Jena en las condiciones óptimas para
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controles morfológicos de microscopia electronica. En los

momentos elegidos se procederá de la siguiente manera.

Se decanta el medio de cultivo y se lavan las células dos

veces, a temperatura ambiente, con solución de Millonig—Cl,Ca

a 40 0, utilizando para cada lavado un volumen igual al que

tenía el frasco de cultivo.

Fijar con glutaraldehído al 1,5 % en solución de Millonig

pH 7,3 a 40 ~ durante 30 minutos. Decantar y lavar tres veces

de 1-2 minutos con 15 ml de Millonig—Cl,Ca a 40 C. Sin decantar

en el último lavado, desprender con espátula y transferir el

contenido del frasco a un tubo cónico de centrífuga.

Centrifugar durante 5 minutos a 125 x G.

Decantar bien el sobrenadante y añadir con cuidado sobre

la pella, sin removería, 0,5 ml de tetróxido de osmio al 1 % en

solución de Millonig pH 7,3 a 40 0. Tapar los tubos con

“Parafilm” y mantenerlos en nevera o recipiente con hielo en la

campana de aspiración 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, añadir 5—10 ml de amortiguador de

Millonig a 40 0, resuspender suavemente con varilla y volver a

centrifugar en las mismas condiciones. Esta operación se repite

dos veces más.

Decantar el sobrenadante y sumergir unos minutos el tubo

en baño de 450 ~ Añadir 2 ml de agar al 2 % a 450 e,
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resuspendeer con varilla y centrifugar 5 minutos en las

condiciones anteriores, con los adaptadores precalentados a 450

e.

Pasar los tubos a 40 C a baño 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 deshidratación e inclusión, de la misma forma que

las muestras de tejidos.

III.J.l.b. Deshidratación e inclusión

Una vez fijados y lavados los fragmentos procedentes de

tejidos o cultivos incluidos en agar, para llevar a cabo su

deshidratación se transfieren a soluciones de acetona en

concentración creciente, 500, 700, 700 con acetato de uranilo al

0,5 %, 900, acetona absoluta y acetona absoluta sobre sulfato

de cobre deshidratado.

Terminada la deshidratación, transferir a óxido de

propileno e incluir en Durcupan o Araldite.

III.J.l.c. Preparación de cortes ultrafinos

Una vez finalizada la polimerización separar las cápsulas,

tallar el bloque y realizar cortes de 400-600 A con un
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ultramicrotomo “LKB” modelo 2128,

cristal. Se recogen los cortes y se

utilizando cuchillas de

procede a su tinción.

III.J.l.ch. Tinción de los cortes

Durante el proceso de deshidratación en acetona de 700 con

acetato de uranilo al 0,5 %, las muestras adquieren ya un

contraste suficiente como poderlas visualizar. Sin embargo,

para conseguir una mayor nitidez se tiñen con citrato de plomo

de Reynold.

En una placa de Petri se colocan unas gotas

reactivos y se hacen flotar los cortes en acetato de

durante 10 minutos

de los

uranilo

A continuación, lavar con agua destilada,

pasar a solución de citrato de plomo de Reynold y dejar actuar

durante 10 minutos, volver a lavar con agua destilada y dejar

secar, observar y fotografiar.

III.J.2. SOLUCIONES Y REACTIVOS

III.J.2.a. Solución

Para 600 mí:

PO4H,Na al 2,26 %

NaOH al 2,52 9-

Agua bidestilada, c

Glucosa

de Milloniq a pH 7,3

.s.p

498

129

33

ml

ml

ml

3,24 g
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III.J.2.b. Solución de glutaraldehído al 1,5 % en solución de

Millonig

Para 100 mí:

Glutaraldehído comercial al 25 9- 6 ml

Solución de Millonig a pH 7,3 94 ml

III.J.2.c. Solución de Millonig—Cl,Ca

Preparar en el momento de su

rápidamente:

Solución de Millonig a pH 7,3

Cl,Ca al 1 9-

utilización agitando

100 ml

0,5 ml

osmio al 1 % en soluciónIII.J.2.ch. Solución de tetraóxido de

Millonig

Tetróxido de osmio (Oso4) 0,1 g

Solución de Millonig a pH 7,3 10 ml

Trabajar en campana. Romper la ampolla de 0504 y

transferir directamente los cristales a un frasco Pyrex que

contenga 5 ml de solución de Millonig. Con los 5 ml restantes

de dicha solución, desprender los cristales que pueden estar

pegados en la ampolla.

Tomar un frasco de Pyrex de 15 ml de tapón a rosca con

empaque de teflón e introducir una barra magnética. Cerrar el

frasco herméticamente y poner a 40 C sobre un agitador

magnético para que los critales se disuelvan en menos de 1

hora. De esta manera,no es necesario preparar la solución el
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día anterior.

III.J.2.d. Solución de citrato de plomo de Reynold

Nitrato de plomo 1,33 g

Citrato sódico, Na,(C6H50,);2H,0 1,76 g

NaOHlM unosamí

Agua destilada, c.s.p 50 ml

Colocar el nitrato de plomo, el citrato sódico y 30 ml de

agua en un frasco de 50 ml y agitar sobre agitador magnético

durante 30 minutos, hasta que se produzca una conversión

completa de nitrato de polomo en citrato, es decir, cuando la

solución tome un aspecto blanco lechoso.

Sin dejar de agitar, añadir NaOH 1 M hasta que la solución

se haga transparente y completar hasta los 50 ml con agua

destilada. La solución debe quedar a pH 12. Si la solución no

quedase completamente transparente, eliminar la turbidez

mediante centrifugacion.

III.J.2.d. Solución de agarosa al 2 %

Agarosa

Agua destilada, c.s.p

Dejar embeber. Fundir al baño María

alícuotas de 5 ml. Esterilizar en autoclave a

minutos.

2 g

100 ml

y distribuir en

1190 e durante 20
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III.J.2.e. Solución de Formwar

Conviene prepararla con tiempo

Formwar 40 mg

Cloroformo 20 ml

Pesar el producto en frasco hermético, añadir el

cloroformo y guardar a 40 ~

111.1<. AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS

Vamos a exponer a continuación los procedimientos que

seguimos para aislar las inmunoglobulinas del suero sanguíneo

y de la membrana de las células MMT, expuestas o no a sueros

humanos tóxicos para dichas células, así como de vesículas

zeióticas de las mismas producidas tras algunas reacciones

antígeno—anticuerpo utilizando inmunoglobulinas aisladas de los

sueros humanos tóxicos.

III .K. 1. AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS CIRCULANTES

III.K.l.a. Aislamiento de ininunoglobulinas por precipitación

con sulfato de amonio

Recoger la sangre extraída a los ratones, conejos o

personas en tubos secos y estériles, incuban a 370 C durante 20

minutos y guardarlos a 40 C hasta el día siguiente. Se recoge

el suero exudado y se mide el volumen exacto, añadiendo por

cada volumen de suero dos volúmenes de solución salina de Hanks
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[lx], sin rojo fenol.

Añadir solución saturada de amonio a pH 7,2 para conseguir

una concentración del 45 %. Agitar a temperatura ambiente

durante 30 minutos y a continuación centrifugar en tubos de

cristal cónico con adaptador de goma a 4000 x O a 40 C, durante

15 minutos.

Decantar el sobrenadante y lavar la pella con abundante

volumen de solución de sulfato de amonio al 45 % en agua y

centrifugar en las mismas condiciones.

Decantar el sobrenadante y añadir a la pella un volumen

igual al suero original de Hanks [lx]. Centrifugar de nuevo en

las mismas condiciones para eliminar cualquier precipitado, y

recoger el sobrenadante, añadiendo la cantidad necesaria de

sulfato de amonio para conseguir una concentración final del 40

U Agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos y

centrifugar en las condiciones anteriormente indicadas.

Decantar el sobrenadante y lavar la pella en abundante

volumen de sulfato de amonio al 40 % en agua. Repetir

centrifugación en las mismas condiciones y decantar

sobrenadante, eliminándolo al máximo escurriendo sobre papel de

filtro.

La eliminación del sulfato de amonio se realiza por

diálisis. Disgregar la pella en la mitad del suero con solución

salina de Hanks [lx] o con cloruro de sodio isotónico.

Otra manera de eliminar los iones es la diafiltración. Se

disgrega la pella en un volumen total de 7 mí, 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

solución salina. La eliminación total del sulfato de amonio se

consigue tras 3 o 4 ciclos de concentración y dilución de

material cargado en los filtros “Amicon”.

Tras la eliminación del sulfato de amonio, recoger las

inmunoglobulinas. Las proteínas desnaturalizadas precipitadas

creadas en las maniobras se elimian por centrifugación. La

solución de inmunoglobulinas se esteriliza pasándola para la

determinación de proteínas por el método de Lowry y por

espectrofotometría. A pesar de que se produce cierto grado de

desnaturalización, las inmunoglobulinas obtenidas con este

procedimiento pueden ser utilizadas para casi todos los

propósitos.

a.l. Soluciones a utilizar

a.l.l. Solución de Hanks FlxI a nH 7.2. sin rojo fenol

Solución de Hanks [lOx] 10 ml

NaHCo, al 1,4 9- 1,1 ml

Agua bidestilada estéril, c.s.p 90 ml

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

Sulfato de amonio 500 g

Agua bidestilada, a 4O~5O0 C, c.s.p 500 ml
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Amoníaco 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 amoníaco concentrado.

III.K.l.b. Aislamiento de inmunoglobulinas por cromatografía de

filtración en gel de dextrano y reciclo ascendente

Mediante este método, la desnaturalización 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 básicamente

de un armario refrigerado donde se aloja todo el equipo, para

trabajar a una temperatura de l0~ C, una bomba peristáltica

modelo Multiperpex, un absorciómetro ultravioleta modelo

Uvicord III y un colector de fracciones modelo Ultrorac 7000.

Empleamos columnas cromatográficas de distintas

capacidades, según los volúmenes de muestra, de la casa

Pharmacia Fine Chemicals, disponiéndose de forma que el extremo

inferior conecte a una llave de tres vías para que podamos

hacer pasar el buffer 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 peristática para mantener el flujo elegido de manera

constante y hacerlo pasar a través de la celdilla de lectura de
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absorciómetro; a continuación, el líqudio pasa al colector de

fracciones, que se puede programar para la recogida en

distintas condiciones.

La columna se prepara con Sephadex 0 150 superfino, un

polímero de dextrano entrelazado con epiclorohidrina, con la

cual forma una malla tridimensional de cadenas de

polisacáridos. Una vez hidratado es estable a pH entre 2 y 10

y resistente a agentes disociantes como urea, cloruro de

guanidina o detergentes con el dodecilsulf ato sódico.

La cromatografía de reciclo ascendente contra la gravedad

tiene como ventaja impedir que el gel se apelmace,

permaneciendo así sin alteraciones el flujo de la columna. El

flujo puede variar según el diámetro de la columna y la presión

seleccionada en la bomba peristáltica. Generalmente utilizamos

columnas K—20/l00 de 500 ml de capacidad.

El gel se prepara calculando el peso necesario de Sephadex

G 150 superfino para que el hidratarse ocupe el volumen de la

columna. Generalmente se emplearon 25 g de gel seco. Se añade

aproximadamente el doble de la capacidad de la columna de

buffer fosfato, se coloca al baño María 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

l0~ C hasta el momento de su utilización. Si la columna no va

a ser utilizada en largos períodos de tiempo, añadir como

antiséptico al buffer azuro de sodio al 0,1 %, el cual debe ser

eliminado en el momento de proceder a la separación
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cromatográfica, ya que interfiere en la lectura del

absorciómetro. Para ello, basta lavar la columna con el mismo

buffer sin el azuro de sodio.

La separación de las inmunoglobulinas del suero se

facilita preparando previamente la carga, de manera que

conviene inactivar el suero a 560 e durante 30 minutos y

dializarlo después. Para una separación más nítida puede

procederse a diafiltrar y concentrar el suero utilizando

membranas Centrif lo CF-SOA (Amicon), lo que permite que 7 ml de

suero inactivado centrifugados a 1300 x G durante 30 minutos se

concentren cuatro veces o más. Añadiendo 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 NaCí 0,1 M, a pH 6,9.

A continuación, se procede a la carga de la columna, la

elución del buffer fosfato movilizado por la bomba

peristáltica, y el fraccionamiento de las proteínas séricas en

una serie de tubos en el colector de fracciones. La mayor parte

de las inmunoglobulinas salen en el primer ciclo, en los dos

primeros picos que se solapan. Recoger las fracciones que

contienen las inmunoglobulinas. Para ello se mide la absorción

a las longitudes d eonda de 278 nm y 257 nm simultáneamente por

medio del absorciómetro acoplado al colector de fracciones. Se

registran los picos de absorción y se recogen las fracciones
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que tengan un índice D.O.,,8/D.O.,57 mayor que 2,4. Se mancomunan

y se repite el proceso dos ves más 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 modificación ni desnaturalización

del material.

Una vez aisladas, purificadas y concentradas las

inmunoglobulinas, tomar una muestra para la determinación de

proteínas. Si no van a ser utilizadas en el momento, se

congelan a —9O~ C.

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

las inmunoglobulinas.

b.l. Buí ter empleado

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

Solución A

Na,HPO 14,2 g

Agua tridestilada, c.s.p 1.000 ml

Solución B

NaH2PO 15,6 g

Agua tridestilada, c.s.p 1.000 ml

Solución C

Nací 11,7 g

Agua tridestilada, c.s.p 1.000 ml
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El buffer de lavado y elución se prepara con 580 ml de

solución A, 400 ml de solución E y 1.000 ml de solución O.

Una vez preparada, comprobar que el pH es de 6,9.

Esterilizar por filtración si no va a ser utilizada en el

momento.

III.K.2. AISLAMIENTO DE INMUNOGLOHULINAS HUMANAS UNIDAS A

MEMBRANAS DE CELULAS bIT

Para la elución de las inmunoglobulinas, de las células,

fragmentos zeióticos o membranas plasmáticas fueron tratadas

mediante el método de g~ y Witz (1970).

El procedimiento que seguimos fue el siguiente. Partiendo

de las células MMI correspondientes al cultivo de un frasco de

Roux, aproximadamente 30.000.000 de células, se lleva a cabo su

desprendimiento con una espátula y se suspenden en un volumen

de solución de NaCí 0,14 M a pH 5,6.

A continuación se centrifugan a 650 x O durante 10

minutos. Se decanta el sobrenadante y se lava la pella con

solución de NaCí 0,14 M a pH 5,6, centrifugándose de nuevo a

650 x O durante 10 minutos. Se decanta el sobrenadante y se

añade un volumen de suero humano problema, incubándose a 370 C

durante 15 minutos. Añadir un volumen igual de solución de Nací

0,14 M a pH 5,6 e incubar de nuevo a 370 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

elisión de inmunoglobulinas mediante tratamiento ácido, como se

describirá más adelante.

El procedimiento, en el caso de las células MMT incubadas

con sueros de pacientes de cáncer de mama citotóxico 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 que se inicie el

efecto tóxico. A continuación, lavar las células tratadas en

solución buffer de fosfato. Las inmunoglobulinas asociadas a la

membrana se eluyeron utilizando pH ácido según el método que

será descrito en el apartado siguiente.

Según el tratamiento de elución, la cantidad de proteínas

aisladas varió desde aproximadamente 1,7 gg/l.000.000 de

células en las muestras tratadas con buffer de glicina y

sacarosa 0,27 M a 2,3 gg/l.OOO.000 de células para las tratadas

con buffer de glicina y sacarosa 1,49 M.

La valoración proteica se realizó

espectrofotométricamente, aplicando la fórmula (E2isnm~E22nnj x

144 x factor de dilución pg/ml de la solución original. Con

ello vimos que las proteínas aisladas no correspondían a

inmunoglobulinas puras, ya que la relación E,78/E,51 fue de

valores entre 1,21 y 1,47, en vez de entre 2,4 y 2,8.

Mediante inmunodifusión cualitativa se conf irmó la

presencia de inmunoglobulinas en las proteínas aisladas. Para

ello se concentraron 100 veces los eluatos mediante membranas
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Minicon B—l5 y se realizó la inmunodifusión, observándose que

las bandas nítidas de precipitado en las muestras de las

células MMT tratadas con suero problema positivos.

III .K. 3. AISLAMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS MEDIANTE TRATAMIENTO

ACIDO DE CELULAS

Parte de los anticuerpos que circulan por la sangre se

unen a antígenos liberados por las células cancerosas, formando

inmunocomplejos circulantes. Otra porción de anticuerpos se

fija a los antígenos de la superficie de las células

cancerosas, formando inmunocomplejos fijos.

El estudio de los inmunocomplejos fijos separando los

anticuerpos de los antígenos tropezó con serias dificultades.

Las técnicas habituales recogidas de la literatura

científica provocaban una elevada mortalidad celular.

Por consiguiente, antes que nada fue necesario intentar

resolver este problema.

La técnica básica es la siguiente.

Se prepara una suspensión con 100.000 a 1.000.000 de

células en medio esencial mínimo de Eagle suplementado con 10

% de suero de ternera. A los 30 minutos se centrifuga la

suspensión a 100 x q durante 10 minutos. Se elimina el

sobrenadante y se añade 0,5 ml de buffer de glicina—HCl A pH

2,4 a 40 C por cada 0,1 ml de pella. Se sumerge el recipiente

unos minutos en un baño de hielo (40 C) y se agita la muestra.
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Se vuelve a centrifugar a 100 x G durante 5 minutos, se decanta

el sobrenadante, se realiza un lavado con un volumen abundante

de solución PES 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 citómetro de Neubauer por el

método de colorante de exclusión con eritrosína B.

III.K.3.a. Buffer empleado

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

sacarosa.

Glicina 1,25 g

Sacarosa hasta

obtener soluciones con 92,5, 176, 300 y 510 mg/ml

Agua tridestilada, c.s.p 100 ml

HCl, c.s.p pH 2,4

La solución salina fosfatada de Dulbecco (PBS) y la

solución de eritrosina B se indican en otro lugar.

III.K.4. AISLAMIENTO DE INMTJNOGLOBULINAS DE VESíCULAS ZEIOTICAS

DE CELULAS NMT

Suspender tres lotes de células MMTen 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 40

C durante 30 minutos. Decantar los sobrenadantes y lavar la

pella resuspendiendo en 25 ml de buffer de Dulbecco a 40 0.

Centrifugar en las mismas condiciones.

Decantar los sobrenadantes y resuspender la pella en 5 ml

de buffer de glicina a 4~ 0, agitando a dicha temperatura

durante 30 minutos. Centrifugar en las mismas condiciones y

transferir el sobrenadante a un micrococentrador por

ultrafiltración con membranas Minicon A25 “Amicon”, dejando

concentrar 100 veces. Añadir 5 ml de buffer de Dulbecco para

eliminar el medio ácido y conseguir un pH de aproximadamente 7,

y volver a concentrar 100 veces en el microconcentrador Minicon

A25. Valorar el producto por inmunodifusión.

Paralelamente, lavar tres veces monocapas de cultivos de

células MMTcon buffer de Dulbecco. Desprender las células con

espátula, resuspender en unos 25 ml de buffer de Dulbecco y

centrifugar a 10.000 x O a 40 ~ durante 10 minutos. Decantar

los tubos y resuspender las células en buffer de glicina para

obtener un volumen final de 5 mí, manteniendo a 40 0 durante 10

minutos. Decantar los tubos y resuspender las células en buffer

de glicina para obtener un volumen final de 5 mí, manteniendo

a 40 0 y agitando durante 30 minutos.

Centrifugar a 20.000 x O a 40 C durante 30 minutos.

Transferir el sobrenadante a una membrana de Minicon A25 y

concentrar. El tratamiento a seguir a partir de ahora es el
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llevado a cabo en el apartado anterior.

De la misma manera, se analizaron por inmunodifusión

cualitativa las inmunoglobulinas asociadas a vesículas

zeióticas de las células tratadas con suero problema positivo.

III. L. RECONOCIMIENTO DE INMUNOGLOBULINAS

III.L.l. ESPECTROFOTOMETRíAY TECNICA DE LA INMUNODIFUSIÓN 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 concentración puede

estimarse en la forma que se describe en el apartado II.N.2.a.

Las inmunoglobulinas elididas se concentran en un

microconcentrador Minicon E—lS (Amicón), que selecciona las

proteínas globulares con peso molecular superior a 15.000 Da.

Se añade un volumen igual al de la partida con solución buffer

de fosfato 0,05 M a pH 6,9, para neutralizar el pH. Se vuelve

a concentrar.

Para realizar una inmunodifusión según el método de

Ouchterlonv, se disponen placas de Petri de 4,5 cm de diámetro,

se añaden 2,5 ml de solución de agarosa al 1 % en bufler de

Owens, se deja enfriar y se perforan los pocillos para

depositar los reactivos. El método se describe con detalle más

adelante. Véase el apartado II.N.7.c.
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III.L.l.a. Solución empleada

Solución de agarosa al 1 % en buí ter de Owens

Buíter de Owens

Acetato de barbitona 16,5 g

Agua bidestilada, c.s.p 1.000 ml

Solución de agarosa al 2 %

Agarosa 2 g

Agua bidestilada, c.s.p 100 ml

Mezclar un volumen igual de cada solución a 600 C.

III.L.2. TECNICA DE LA INMUNOFLUORESCENCIA

Para la realización de la técnica de la

inmunofluorescencia se parte de cultivos de células MMT, que se

desprenden de la monocapa y se suspenden en PBS.

Las células se centrifugan a 100 x G durante 5 minutos, se

lavan resuspendiendo en PES y se sedimentan por centrifugación.

Las células se fijan con acetona pura a ~20o C durante 10

minutos.

Se extienden las células sobre un portaobjetos y se secan

al aire para eliminar la acetona.

Se lavan nuevamente las célula con buffer de fosfatos. Se

escurre la preparación para eliminar el exceso de líquido, pero

antes de que la preparación se seque se deposita sobre unas

preparaciones sueros de enfermas con carcinoma mamario y sobre
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otras sueros de mujeres normales.

Se incuban las preparaciones en un recipiente saturado de

humedad a 370 C durante 45 minutos. A continuación se lavan dos

veces con el buffer de fosfatos y se incuban con suero de

conejo contra gammaglobulinas humanas conjugadas con

isotiocianato de fluoresceína.

Se incuban las preparaciones a 370 C en ambiente

húmero 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, quedando listas para su observación al microscopio.

III.L.2.a. Buffer empleado

Buffer de fosfatos, pH 7,0

NaH,PO, 0,2 M 80 ml

Na,HPO, 0,2 M 150 ml

Agua bidestilada 200 ml

III. LL. ENZIMOINMUNOANALISIS (ELISA)

La técnica de enzimoinmunoanálisis (ELISA) que utilizamos

es prácticamente la descrita por Buchanan y ggj (1981). Es un

enzimoinmunoensayo en fase sólida cuya principal ventaja es su

elevada sensibilidad, del orden de la de los

radioinmunoensayos.
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Consiste en la fijación de los antígenos específicos, o de

una mezcla que los contenga, en todos los pocillos

microplaca y hacerlos reaccionar

problema y control. Sobre los

antígenos, hacer reaccionar un an

inmunoglobulinas y exponer

inmunoglobulinas fijadas a un c

con fosfatasa alcalina, que se

las mismas y que, al añadir

alcalina, da lugar a un compues

frente a los sobrenadantes

anticuerpos fijados a los

tisuero heterólogo contra las

a continuación dichas

onjugado estable de proteína A

va a fijar a la fracción Fc de

el sustrato de la fosfatasa

to coloreado, que absorbe a 405

nm y es proporcional a la cantidad de anticuerpos de los

sobrenadantes problema y control fijados a los antígenos.

De esta manera, los mismos reactivos pueden utilizarse

para valoraciones de diferentes anticuerpos; sólo hay que

modificar los antígenos fijados en los pocillos de las placas,

que pueden ser antígenos contenidos en células cultivas en los

mismos.

III.LL.l. SOLUCIONES Y REACTIVOS EMPLEADOS

III.LL.l.a. Solución de fosfatasa alcalina

a.l. Solución base

(NH3,S04 (B.ILH., Analar)

MgCl, (B.D:H.)

ZnCl, (Merck)

NaH3, c.s.p. (B.D.H.)

105,71 g

50,83 mg

3,41 mg

pH 7

de una
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Agua, c.s.p 250 ml

Esta solución correponde a (NH4’J,504 3,2 M, MgCl, 0,001 M

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

a.2. Fosfatasa alcalina

Fosfatasa alcalina (Sigma): se suspende en el medio base

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

añade más suspensión base.

III.l.b. Huí ter de fosfatos de Sorensen, pH 7,4, para

proteína A

Solución A

KH,P04 (B.D:H.)

Agua, c.s.p.

Solución B

Na,HPO4~2H,0 (B.D.H., Analar)

Agua, c.s.p

Mezclar 196 ml de solución A y 804 ml de

a 180 0 es de 7,4.

Proteína A

Se realiza una suspensión a 6 ng/ml

Proteína A

Buffer fosfato

9,08 g

1.000 ml

11,88 g

1.000 ml

solución B. El pl-!

6 mg

1 ml
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III . LL. 1 .c. Solución de almacenamiento del conjugado

proteína A—fosfatasa

Tris 0,05 ti, MgCl, 0,001 M, seroalbúmina 5 %.

Tris base (ICN)

MgCl, (B.D.H.)

Seroalbúmina (Serva) 5

NaN, (Sigma) 19,5

Agua, c.s.p 100

III.LL.l.ch. Buffer de bicarbonato

antígenos

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

100 ti.

Na,CO, (Merck)

NaHCO, (B.D.H.)

Eenilmetilsulfonilfluoruro (Sigma)

Agua hervida, c.s.p

NaN, 0,00

0,6057

20,33

3M

g

mg

g

ng

ml

a PH 9,6 para fijación de

fenilmetilsulfonilfluoruro

0,159

0,294

1,74

100

III.LL.l.d. Solución de NaO>! 5 H

NaOH 5 N

Esta solución se utiliza para detener la reacción.

NaOH (Merck) 20

Agua, c.s.p 100

III.LL.l.e. Buffer Na2CO, 0,5 MgCl2 0,001 M

Na,CO, (Merck) 26,5

MgCl,.6H,0 (B.D.H.)

g

0,51 g

g

g

mg

ml

g

ml
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Agua hervida,c.s.p 500

III.LL.l.f. Sustrato: p—nitrofenil fosfato con 1 mg/ml

Este reactivo se preparará en el momento

utilizacion.

p—Nitrofenil fosfato (Sigma) 5

Buffer Na,C03 a pH 10,4 5

III.LL.l,g. PBS 0,15 M pH 7,2

NaCí (Merck)

RCl (Merck)

Na,HPO, (B.D.H., Analar)

KH>PO, (B.D.H.)

Agua bidestilada hervida,

1

0,

1.000c.s.p.

8,76 g

0,2 g

,l5 g

2 g

ml

III.LL.l.h. PBS 0,15 M con seroalbúmina añ 5 % y N3Na al 0,2 %

Esta solución se utiliza para el almacenamiento de la

placa.

Seroalbúmina (Serva)

N,Na (Sigma)

PBS, c.s.p

5

0,2

loo

g

g

ml

III.LL.l.i. Solución de Glutaraldehído al 0,25

Glutaraldehído 25 % (Fluka)

PBS, c.s.p

* en PBS

1

loo

ml

sude

mg

ml

ml

ml
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III.LL.2. PREPARACIÓNDEL CONJUGADOPROTEÍNA-A FOSFATASA

En tubo cónico de 2,5 ml colocar 0,75 nl de fosfatasa a

razón de 2 mg/mi, añadir 1 ml de solución 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 proteína A a razón de 6 mg/ml.

Transferir la resuspensión a una membrana Centriflo CF—25,

previamente saturada con glutaraldehído y lisina. Lavar el tubo

con 0,9 ml de buffer fosfato y transferir a la membrana. A

continuación, centrifugar durante 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

glutaraldehído y dejar en 1 ml.

Concentrarlo al máximo en Amicon A—75 para eliminar

proteína A y fosfatasa libres y volver al volumen inicial con

buffer fosfato. Tomar una muestra para valoraciónde proteínas

por el método de Lowry y diluir en solución de almacenamiento

a una concentración final de aproximadamente 210 gg/ml. Guardar

a 40 C. El conjugado puede utilizarse durante los cuatro meses

siguientes a su preparación.
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III.LL.3. FIJACIÓN A LOS ANTÍGENOS DE LA PLACA

Se prepara una solución de antígenos con 200-400 gg/ml de

proteína en buffer NaHCO,/Na,CO,, a pH 9,6. Si se trata de una

mezcla de antígenos estructurales y solubles, repartir en dos

alícuotas y solubilizar una de ellas por ultrasonidos durante

3 minutos en 6 ciclos de 30 segundos y utilizar en estos casos

el buffer con fenil—metil--sulfonil—fluoruro para inhibir la

actividad proteolítica acompañante.

Mancomunar ambas alícuotas y poner 100 4 en cada pocillo

de la placa, dejando una fila en blanco para control de fondo

de placa. Incubar durante 2 horas a 370 C, en estufa de gaseo.

A continuación, pasar a 40 C y dejar durante 18 horas.

Eliminar el antígeno vaciando a fondo con micropipeta y

realizar 5 lavados con PBS. Añadir a cada pocillo 400 yl de

solución de PES más seroalbúmina 5 % más N,Na 0,2 % y guardar

a 40 C hasta su utilización.

III.LL.4. VERIFICACIÓN DE LA REACCIÓN

La placa cubierta con antígenos se lava 5 veces con PBS

y se añade a cada pocillo 200 gl de la solución problema,

dejando pocillos para control de tondo de placa y fondo de

reacción. Incubar a 370 C en ambiente de humedad durante 2

horas y eliminarlo con micropipeta.

Lavar 5 veces con PBS y añadir 100 4 de antisuero de
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conejo contra inmunoglobulinas humanas o de ratón, según

corresponda, preparadas en las condiciones descritas, diluidas

al 1/100 con solución PBS. Incubar a 370 C en ambiente saturado

de humedad durante 1 hora y quitarlo con micropipeta.

Lavar 5 veces con PES y añadir 200 pl de conjugado

proteína A-fosfatasa diluido al 1/25 en PBS. Incubar a 370 C en

ambiente saturado de humedad durante 1 hora y quitarlo con

micropipeta.

Lavar 5 veces con PES y añadir 300 pl de sustrato con 1

mg/ml preparado en el momento. Incubar a 370 C en ambiente

saturado de humedad y detener la reacción añadiendo 20 pl de

NaOH 5 N a cada pocillo.

Leer en el espectrofotómetro a A 405 nm frente a blanco de

buffer Na,C03 0,5 M, tigel, 0.001 ti y NaOH 5 N.

Los reactivos deben añadirse a 370 ~

El control de fondo de placa se realiza depositando

solamente conjugado y sustrato.

El control de reacción se obtiene depositando anti—

inmunoglobulinas, conjugado y sustrato, con o sin adición

previa de inmunoglobulinas no reactivas.
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111.1W. ORTENCIONDE FRACCIONES SUBCELULARESY VIRUS

III .M. 1. AISLAMIENTO DE MEMBRANA PLASMÁTICA Y GRADIENTE

DISCONTINUO DE DENSIDAD EN SACAROSA

Para su obtención tomamos células MMT, y aplicamos el

procedimiento de purificación de membrana plasmática. Consiste

básicamente en preparar cultivos de dichas células en frascos

Roller de 650 cm’ de superficie, hipotonizar las células en

buffer básico, homogeneizar y separar las fracciones

enriquecidas en membrana plasmática mediante una centrifugación

a velocidad baja seguida por centrifugación diferencial a alta

velocidad en gradiente de sacarosa para su concentración y

purificación.

Para el aislamiento de la membrana plasmática empleamos el

método de Ray (1970) con algunas modificaciones.

El método consiste en aislar las células de las cuales se

quiere obtener la membrana plasmática. A continuación, se lavan

con un volumen grande de solución salina citrada isotónica

(SSC) [lx] y se centrifugan a 300 x G durante 15 minutos. Se

vuelven a lavar con solución Tris 20 mMy NaCí 0,14 ti a pH 7,4.

Se suspenden en un volumen igual de solución hipotónica con

NaHCO3, CaCí, y fenilmetil—sulfonil fluoruro a 40 e y se

mantienen en condiciones hipotónicas 2 horas. A continuación se

homogeneizan las células en un homogeneizador Potter de

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

La observación de las muestras al microscopio de contraste

de fases permite controlar la homogeneización, la cual debe

detenerse cuando se han roto todos los citoplasmas pero los

núcleos están intactos. En este momento, se toma una muestra

para determinar la cantidad de proteínas. El homogenado se

centrifuga a 300 x G durante 15 minutos para sedimentar los

núcleos. El sobrenadante se separa, se toma una muestra para

determinación de proteínas 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 solución

hipotónica hasta un volumen final de 3,4 mí; se añaden 7,5 ml

de sacarosa al 70 % (peso/volumen) y se toma muestra para

determinación proteica.

Las membranas purificadas quedan así suspendidas en

sacarosa al 48 % en el fondo de un tubo de ultracentrífuga.

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 sacarosa al 37 % para formar un gradiente de

densidades. Se centrífugael tubo a 62.000 x G durante 120

minutos y se recoge la banda que aparece en la interfase entre

las concentraciones de 41 * y 45 % de sacarosa, correspondiente

a una densidad 1,16, en la que se encuentran las membranas

plasmáticas purificadas.

Se mide el volumen recogido y se toma una muestra para

determinar proteínas. La sacarosa y los iones de calcio se
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Figura 6

Tubo de gradiente de densidad de sacarosa para purificar la
membrana pIasmát ¡ca de células uIT. En el sedimento se

deponi tan las mí tocondrias, la banda 2 corresponde a
microsoman. Ja banda 3 a membrana plasmática, la banda 4 a

1 ipopro teínas y la banda 5 a lípidoa Como se ve en esta
figura y en las fraccionen de la figura 7. la separación de

BANDA 5

— BANDA 4

— BANDA 3

— BANDA 2

SEDIMENTO

—‘ 4
• d

la membrana es muy nítida
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Superficie de
cultivo en sonocapa

N~ de
células

x ío6

s
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s
sg

s
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A/B s
sg

10.000 cs2 1.808 515 327 275 63,5 5,6

A z proteínas celulares totales
E = proteínas totales de células sin
C proteínas solubles (del citosol)
D mesbranas purificadas (banda 3)

micleo (crido antigénico A)

Tabla 7

RendiÉentodel aislamiento y purificación de membranasde célulasMMI
por cada 10.000 de superficie de cultivo
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eliminan lavando las membranas purificadas con volumen

abundante de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM y

centrifugando a 24.000 x G durante 30 minutos. Se elimina el

sobrenadante y las membranas lavadas y sedimentadas se congelan

a ~900 C hasta que vayan a ser utilizadas.

Las membranas que se van a utilizar en las inmunizaciones

se solubilizan de la siguiente manera. La pella (fresca

descongelada) se resuspende en una solución de NaCí 0,14 ti,

tris(hidroximetilaminometano) 20 mM,fluoruro de fenil—metil—

sulfonilo 100 gM y Triton X—l00 0,05 %. Se somete a 6 ciclos de

ultrasonidos de 30 segundos cada uno, se ultracentrifuga a

100.000 x O durante 60 minutos. El sobrenadante contiene las

membranas purificadas solubilizadas. El sedimento se vuelve a

resuspender repitiendo el proceso otras dos veces, añadiendo

los sobrenadantes al y obtenido.

La cantidad de proteínas de cada sobrenadante y del

mancomunado final se valora por el método de Lowrv y col

.

En la figura 6 se pueden ver las bandas en el tubo después

de la ultracentrifugación en la figura 7 el perfil del

fraccionamiento, y en la tabla y el rendimiento del

procedimiento de purificación.
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III.M.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE VIRUS (MMTV) DE TUMORES

MAMARIOS MURINOS

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

El procedimiento seguido para el aislamiento de MMTVes el

siguiente. A ratones hembras de la cepa C3H con adenocarcinoma

mamario espontáneo se les administran 40 gg de dexametasona por

gramo de peso del animal, vía intraperitoneal, dos días

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—Elvehjem

previamente tarado y se determina su peso. Se añaden cinco

volúmenes (p/v) de solución hipotónica preparada con dos

volúmenes de solución salina de Hanks, con NaHCO3, sin rojo

fenol, y un volumen de agua bidestilada, a 40 C. Se procede a

la homogeneización de los fragmentos con 20—30 emboladas,

controlándola con el microscopio de contraste de fases; cuando

la ruptura de la membrana plasmática es total y empiezan a

producirse daños en los núcleos, se interrumpe la

homogeneización.

Trabajando a 40 C, el homogenado se centrifuqa a 2.000 x

o durante 10 minutos en centrífuga Sorvalí, rotor HB4, para

sedimentar los núcleos y las mitocondrias. Se recoge el

sobrenadante, se somete a ultrasonidos durante 10 segundos en

un desintegrador ultrasónico MSE 100, en la posición 7 gm de
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pico a pico, para dispersar los agregados de virus. A

continuación 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 determinación proteica y valoración

espectrofotométrica de nucleoproteinas y ácidos nucleicos. Las

pellas se resuspenden y se vuelven a someter a tratamiento

ultrasónico y se realiza centrifugación de la manera

mencionada, para obtener un sedimento de partículas víricas.

Los sobrenadantes de las dos centrifugaciones se juntan,

se mide su volumen y se valora la cantidad de proteínas en una

muestra adecuada. El sobrenadante final se filtra a través de

membranas de 0,45 pm diámetro de poro para conseguir una

suspensión de virus concentrado. El producto se ultracentrifuga

a 110.000 x 6 durante 60 minutos a 40 C, se elimina el

sobrenadante y se resuspende la pella en 2 ml de solución

salina equilibrada, tomando muestra para nueva determinación

espectrofotométrica de nucleoproteinas y ácidos nucleicos. El

producto se purifica en un gradiente de sacarosa, como se

indica a continuación conservándose a ~900 C en caso de no

utilizarlo de inmediato.

III.N.2.b. Purificación de virus mediante ultracentrifugación

en gradiente de sacarosa

En tubos de ultracentrífuga 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 solución de sacarosa al 60 %

(p/v) y 15 ml de solución de sacarosa al 10 % (p/v) para

preformar el gradiente. La carga se prepara resuspendiendo 1 ml

de la suspensión de virus concentrado en 3,5 ml de solución

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 SallO) a 40 C durante 4 horas.

El gradiente obtenido se fracciona perforando el fondo del

tubo y recogiendo 32 fracciones de 1 ml en tubos cónicos

aforados mediante un colector de fracciones LKB, modelo

Ultragrad 11300. En cada una de ellas se determina el índice de

refracción y la concentración de sacarosa empleando un

refractómetro de ABBE marca Zeiss. Debe tenerse cuidado de

agitar las muestras antes de poner la gota en el refractómetro

para homogeneizaría y medir correctamente cada fracción. Se

determina también la absorción espectrofotométrica entre 260 y

280 nm de longitud de onda para calcular la cantidad de

nucleoproteinas de cada fracción, lo que permite reconocer

aquellas que contienen partículas víricas.

Las fracciones con virus se mancomunan y se

ultracentrifugan a 100.000 x G a 40 C durante 60 minutos. Se

resuspenden en solución salina equilibrada y se procede a su

utilización o se conservan congeladas a ~90o O hasta el momento

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

c.l. Solución de Tris 20 mMyNaCl 0,14 Ma pH 7,4

Tris 2,42 g

NaCí 8,18 g

HCl lN 12m1

Agua tridestilada, c.s.p 1.000 ml

Ajustar el pH antes de completar el volumen. Esterilizar

en el autoclave a 1150 C durante 20 minutos.

c.2. Solución hipotónica de bicarbonato sódico y cloruro

de calcio

NaHCO 84 mg

CaCí 294 mg

Fenilmetilsulfonilfluoruro 17,42 mg

Agua tridestilada, c.s.p 1.000 ml

El fenilmetilsulfonilfluoruro (concentración final de 100

gM) inhibe las proteasas y protege a las membranas de su

acción. Esterilizar por filtración.

c.3. Solución de lavado de sal tetrasódica del ácido

etilendiaininotetraacético (EDTA—4Na)

EDTA-4Na 0,42 g

Agua tridestilada, c.s.p 1.000 ml

Esterilizar en el autoclave a 1150 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 1150 C

durante 20 minutos. En algunos casos se añadieron 20 mg de

azuro de sodio por 100 ml de solución para evitar

contaminaciones durante las manipulaciones.

III. N. TEGNICAS INMUNOLOGICAS

Las condiciones de inmunización va a depender de diversos

factores como animal inmunizado y antígenos utilizados

(homólogos o heterólogos, purificados o semipurificados),

existiendo numerosas pautas de inmunización para la obtención

de antisueros con antígenos víricos (Habel y Salzman, 1969;

Rurstak y Morisset, 1974; Alvarez—Rodríguez, Alvarez—Noves y

Valladares, 1979).

III .N. 1. INMUNIZACIÓN DE CONEJOSCON MEMBRANAPLASMATICA

PURIFICADA DE CELULAS HUMANASO DE RATÓN

Previamente a la inmunización del conejo, se sangra al

mismo y se separa una muestra de suero control. Administrar a

continuación 200 pg de antígeno por vía intravenosa; a partir

de este momento, con intervalos de 10—15 días, se administrarán

2 mg de antígenos 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 región

interescapular.

Una vez terminada la inmunización se procede al sangrado

del conejo, obtención de sueros y titulación de los mismos. En

ocasiones, como cuando ha transcurrido un intervalo largo de

tiempo desde la última administración de antígeno, conviene

administrar una dosis recuerdo con 200 pg del mismo antígeno

sin coadyuvante 8 días antes del sangrado.

III.N.2. INMUNIZACIÓN DE CONEJOSCON ANTÍGENOS VÍRICOS

El procedimiento llevado a cabo en este caso es

básicamente el mismo que el descrito en el apartado anterior.

En este caso utilizamos coadyuvante de Freund completo

suplementado con Mycobacterium butiricum para obtener una

concentración final de 2 mg/ml de la bacteria.

Las suspensiones de virus (MMTV) purificados se emulsionan

con un volumen igual del coadyuvante de Freund completo

suplementado, de manera que al final obtengamos una

concentración de proteínas víricas de 50-100 pg/ml. Inyectamos

a los conejos 0,2 ml en cada pata y en región interescapular de

la manera descrita anteriormente.

Cada 3 semanas se realiza sangrado para valorar la

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 títulos son aceptables se procede al

sangrado y obtención de los inmunosueros.

III.N.3. INMUNIZACIÓN DE CONEJOSCON INMUNOGLOBULINASHUMANAS

Y DE RATÓN

Se realiza una inmunización de forma muy similar a la

hecha con membrana plasmática purificada. Cuando los ccnejos no

alcanzan los títulos necesarios recibirán cada 2 semanas dosis

sucesivas de antígenos desnaturalizados con alumbre de la

siguiente manera.

A 10 ml de una solución con inmunoglobulinas a la

concentración de 15 mg/ml se le añaden 4,5 ml de solución de

bicarbonato de sodio 1 ti. A continuación, y de forma lenta, se

añaden 10 ml de sulfato aluminico potásico 0,2 ti y se deja

actuar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar

a 300 x O durante 15 minutos y lavar tres veces el precipitado

con solución isotónica de cloruro de sodio o con solución

salina equilibrada de Hanks. Resuspender la pella en 5 m1 de la

solución salina elegida; este material es el que se inyecta a

los conejos con respuesta baja en dosis sucesivas con

intervalos de 10-15 días, 300 mg vía subcutánea, hasta

conseguir la titulación máxima.
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III.N.4. INMUNIZACIÓN DE RATONES

Los resultados obtenidos de la inmunización de ratones con

los antígenos anteriores, administrando las mismas emulsiones

y a iguales concentraciones, son muy buenos.

La vía de administración elegida en los ratones es la

intraperitoneal, suministrando 0,2 ml a cada animal y

repitiendo la inmunización 2-3 veces con intervalos de 10-15

días.

III.N.5. PRUEBASDE TITULACION DE LOS INI4UNOSUEROS

III.N.5.a. Prueba del anillo

Este procedimiento fue descrito por Coombs y Helí en 1968.

En un tubo se disponen 100 ml de antisuero. Añadir muy

lentamente 100 ¡il de suspensión con antígeno concentrado para

que no se mezclen ambas soluciones, e incubar durante 30

minutos a 370 C.

Si la reacción es positiva en la interfase se observara

una zona de turbidez que confirma la capacidad del antisuero

para precipitar el antígeno. En este caso, se procede a la

determinación de las condiciones o relaciones óptimas de

precipitación.

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

Esta prueba se realiza para determinar la proporción
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óptima antígeno/anticuerpo para producir la máxima

precipitación (Kabat y Maver, 1948).

Consiste en enfrentar volúmenes constantes de una dilución

baja de inmunoglobulinas o antisuero a concetraciones

crecientes de antígeno en volúmenes iguales.

Las series preparadas se agitan en el momento en que se

vaya a realizar la prueba, incubándose a 370 C. Cada 10 minutos

se miran los tubos, registrándose el momento en que empieza a

producirse turbidez, opalescencia o precipitación.

Generalmente, en los tubos en que la relación

antígeno/anticuerpo es óptima la precipitación es más precoz e

intensa.

La cuantificación de los precipitados es la base del

estudio de la interacción antígeno/anticuerpo; la

representación cuantitativa de precipitación en una curva

permite deducir la cantidad que interacciona de antígeno y

anticuerpo, así como la valencia antigénica (Beniamin, 1977).

La curva de precipitación desarrollada por Heidelberg y

Kendall (1935a, 1935b) se realiza de la siguiente manera. Las

series preparadas para las relaciones óptimas se guardan a ~

C durante una noche. Los tubos se centrifugan a 3.000 x O

durante 15 minutos a 40 C. Se desprecian los osbrenadantes y se

resuspenden las pellas en buffer fosfato 0,15 ti a pH 7,2.

Centrifugar de nuevo en las mismas condiciones y determinar la

cantidad de proteínas del precipitado en cada tubo. La

representación gráfica de los resultados obtenidos permite
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determinar el punto de equivalencia, que nos da directamente la

relación óptima antígeno/anticuerpo.

III.N.5.c. Inmunodifusión

El procedimiento de inmunodifusión fue desscrito por

Ouchterlonv en 1948 (Ouchterlonv, 1970; Crowle, 1973).

Se dispone de una capa semisólida de agar o agarosa al 1

en la que se realizan perforaciones según distintos modelos

geométricos para distribuir en dichos pocillos soluciones de

antígenos y anticuerpos que al difundir en el soporte y

encontrarse van a formar bandas de precipitado. De esta bandas

obtenemos varios datos sobre las características de la

precipitación.

Para su realización, utilizamos indistintamente

portaobjetos para inmunodifusión 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 diámetro, añadiendo a cada placa 3 ml de solución de

agarosa al 1 % recién fundida al baño María. Dejar solidificar

y perforar con molde de seis pocillos periféricos en los

vértices de un hexágono regular y un pocillo central. Conservar

las placas a 40 C hasta el momento de su utilización. Para

evitar la contaminación de las placas, en algunos caos conviene

añadir a la agarosa 0,2 % de azuro de sodio.

Cuando la inmunodifusión se utiliza para la titulación de

anticuerpos, se disponen en los pocillos periféricos diluciones
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crecientes de los antisueros de factor 2 o de las soluciones de

inmunoglobulinas, enfrentándolas a la solución del antígeno

colocada en el pocillo central. Para pocillos de 6 mm de

diámetro el volumen necesario es de 40 pl. Las placas se

guardan en cámaras de humectación saturadas con vapor de agua

mediante un atomizador y papel de filtro humedecido con una

bandeja de agua en la parte inferior de la cámara. Dada la

facilidad de crecimiento de diversos microorganismos sobre el

agar, conviene añadir a la solución acuosa de saturación de la

bandeja un antiséptico para mantener condiciones de

semiesterilidad.

Pasadas 48—96 horas pueden observarse por iluminación

indirecta las bandas de precipitado formadas. Para conservar

las inmunodifusiones, proceder a su tinclon.

La tinción de las inmunodifusiones se realiza de la forma

siguiente. El borde de la agarosa se marca con un pincel

impregnado en tinta de Polink o mediante una muesca hecha con

bisturí, para no perder la referencia respecto a la posición en

que se llevó a cabo la prueba. Lavar las placas con solución

salina isotónica de cloruro de sodio para eliminar las

proteínas no precipitadas, para lo cual se cambia la solución

salina cada 60 minutos. Las placas se dejan durante toda la

noche con solución salina, repitiendo al día sigueinte dos

nuevos lavados. A continuación, realizar un último lavado con

agua destilada durante 10 minutos. Eliminar el agua y colocar

la agarosa en la posición de partida. Secar la placa dejándola
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a 370 C durante toda la noche a o a 600 C durante 2—3 horas.

Una vez secas las placas, se tiñen con solución de negro

de amida al 0,05 % en metanol:ácido acético:agua bidestilada

(4:1:5) aproximadamente durante 5 minutos,hasta que se vean

aparecer las bandas. A continuación, lavar varias veces hasta

arrastrar el colorante de fondo con la mezcla de metanol:ácido

acético:aqua bidestilada mencionada, lavar con agua destilada

y secar al aire. Las bandas aparecen teñidas en color azul con

nitidez, pudiendo ser conservadas indefinidamente.

III.N.5.ch. Titulación 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 razón de 2000 células por pocillo en los respectivos

medios y condiciones de mantenimiento de cada línea celular. A

las 24 horas de la siembra, lavar las células 3 veces con medio

RSaI base y añadir diluciones crecientes de factor 2 de los

sueros. Incubar las placas a 370 C durante 2 horas.

Transcurrido este tiempo, realizar el recuento de las células

existentes en cada pocillo; en ocasiones, es conveniente hacer

un doble recuento. Para ello, añadir a cada pocillo 100 pl de

solución de colorante de exclusión, tiñéndose las células

supervivientes; el recuento de las células muertas se hace por

observación directa en microscopio de contraste de fases

equipado con gabinete de incubación a 370 C. A continuación,

proceder a su fijación y tinción.
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Cuando la titulación se hace sobre células que crecen en

suspensión o suspenciones celulares recién obtenidas de los

animales de experimentación, en el mismo tipo de placas se

añaden 10.000 células por pocicílo, suspendidas en 100 pl de

medio RSaI base. A continuación, añadir 100 pl de las

diluciones de factor 2 correspondientes de los sueros, incubar

las placas a 370 C en ambiente de CO2 al 5 % en aire saturado

de humedad durante 2 horas, añadir el colorante de exclusión

paa llevar a cabo el recuento celular y proceder a fijar y

teñir las placas.

III.N.5.d. Prueba de inhibición de la serotoxicidad

Determinadas las dosis serotóxicas de cada suero y en cada

uno de los sistemas ensayados, elegir la dosis serotóxica 1000,

o mínima dosis capaz de matar el 100 % de las células.

En microplacas de 96 pocillos limpias, enfrentar la dosis

serotóxica 100 frente a concentraciones crecientes de los

antígenos cuya capacidad de inhibición de la serotoxicidad se

quiere valorar. Incubar a 370 C en atmósfera de CO2 al 5 %

saturada de humedad durante 2 horas para que los anticuerpos

presentes en el suero se fijen a las proteínas cuyo efecto

inhibitorio queremos valorar.

Transferir el contenido de los pocillos en el mismo orden

en que se encuentran a la placa que contiene las células diana.

A continuación, seguir el procedimiento descrito para la

titulación de la serotoxicidad.
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III.N.5.e. Titulación de la citotoxicidad por el método de

Takasugi y Klein

El método de Takasucii y Klein (1970) permite valorar la

capacidad citotóxica de los linfocitos inmunizados “in vitro”.

Se disponen placas de Terasaki sembradas a la razón de 500

células en lo pl de sus medios de cultivo respectivos, 24 horas

antes, con las distintas líneas 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 con medio base. A continuación, añadir

diluciones de factor 2 de los linfocitos, preparadas en su

medio base suplementado con suero autólogo u homólogo al 20—30

O 2—mercaptoetanol ti:
-~ y 0,00005

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 la segunda para

linfocitos control. En el momento de comenzar las diluciones,

todos los pocillos deben contener 50 pl del medio elegido. En

el pirmer pocillo se depositan 50 pl de la suspensión celular

con 10.000.000 linfocitos totales, tomándose a continuación 50

¡il que se van transfiriendo pocillo a pocillo para obtener

diluciones entre 1/2 y 1/128.

En el mismo orden, se transfieren 10 pl 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 370 C en atmósfera de CQ al 5 % en aire saturado de humedad,

durante 72 horas. transcurrido este tiempo, proceder a la

fijación, tinción y recuento de las células supervivientes.

Los procedimientos de fijación y tinción son similares

para las placas de serotoxicidad y las placas de citotoxicidad.

Se decanta el medio de cultivo y se secan las placas a 500 0

durnate 60 minutos. Se postfijan en metanol durante 30 minutos,

se tiñen con solución Giemsa patrón 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 determinación de la serotoxicidad, siendo mayor el número de

células necesario para este ensayo; la ventaja principal

consiste en la posible determinación de los efectos tanto por

recuento directo de las célula ssupervivientes en los 96

pocillos de las microplacas como por la valoración

espectrofotométrica del colorante, realizándose de la siguiente

forma. Las placas fijadas se pueden teñir con solución Giemsa

o con solución de negro de amida. Tras ser lavadas, se

solubiliza el colorante en metanol y se procede a la lectura de

la absorción espectrofotométrica a 620 nm en un equipo

Multiskan, que en las condiciones del estudio equivale al

número de células supervivientes.
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111.14. VALORACIONES BIOQUíMICAS

ííí.R.í. VALORACION DE PROTEíNAS POR EL NETODODE LOWRY

El método de Lowrv y (1951) se basa en la reacción de

las moléculas con dos o más enlaces peptídicos con el biuret,

que es una solución de sulfato cúprico en medio alcalino. La

presencia de reactivo fosfomolíbdico—fosfotúngstico reduce la

tirosina y el triptóf ano de los polipéptidos, originando una

reacción coloreada.

III.Ñ.l.a. Soluciones empleadas

a.l. Solución patrón de seroalbúinina

Seroalbúmina bovina 0,1 g

Agua bidestilada, c.s.p 500 ml

Agitar suavemente sin formar espuma. No calentar porque se

desnaturalizarían las proteínas.

a.2. Solución alcalina

Na2CO, anhidro 2,0 g

Tartrato de sodio y potasio 0,02 g

Solución de NaOH 0,1 N, c.s.p 100 ml

a.3. Solución NaO>! 0,1 N

NaOH 0,4 g

Agua bidestilada, c.s.p 100 ml

a.4. Solución de sulfato de cobre
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CuSo4’5H20

H250.

Agua bidestilada, c.s.p

a.5. Solución alcalina de cobre

Preparar en el momento.

Solución alcalina

Solución de sulfato de cobre al 0,

a.b. Solución de Folin diluida

Reactivo de Folin-Ciocalteau ...

Agua bidestilada, c.s.p

0,5 g

una gota

100 ml

50,0 ml

1,0 ml

5,0 ml

4,? ml

III.Ñ.l.b. Elaboración de la curva patrón

Se preparan alícuotas duplicadas entre 0,05 ml y 0,5 ml de

solución patrón de seroalbúmina. Se coTnpleta a 0,6 ml con agua

bidestilada. También se preparan dos tubos “blancos” con 0,6 ml

de agua sin seroalbúmina.

Se añade a cada tubo 3 ml de solución alcalina de cobre,

se mezcla y se deja reposar 10 minutos. Añadir luego 0,3 ml de

reactivod e Folin diluido, agitar y dejar en reposo una hora.

Se lee en el espectrofotómetro la densidad óptica (D.0.)

a 750 nm.

La curva patrón se representa poniendo en el eje de las

ordenadas la D.O. y en el eje de las abscisas la concentración

de seroalbúmina. Una D.O. de 0,220 corresponde a 40 pg de

seroalbúmina.
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Las proteínas solubles se disuelven en agua hata obtener

una concentración entre 20 y 200 gg/ml. Las proteínas

insolubles se solubilizan con NaOH 1 N, añadiendo agua

bidestilada hasta obtener una concentración de NaOH 0,5 N y una

concentración de proteínas entre 20 y 200 gg/ ml.

La valoración de proteínas a partir de muestras biológicas

se realiza previa homogeneización del material, precipitación

con ácido tricloroacético al. 5 % en frío e hidrólisis. Los

hidrolizados reciben el tratamiento indicado para las muestras

de la curva patrón.

111.11.2. DETERMINACIONESPOR METODOSESPECTROFOTOMETRICOS

Los métodos espectrofotométricos de valoración son útiles

si se dispone de muestras con sustancias puras, pero no cuando

el material es heterogéneo, al basarse en la absorción

característica de la luz monocromática de diferente longitud de

onda por cada especie molecular, que puede verse interferida

por material extraño.

III.R.2.a. Detenninación de proteínas, inmunoglobulinas y

nucleoproteinas

Para la espectrofotometría de proteínas e inmunoglobulinas

se tienen en cuenta los datos de Groves y £Qi (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 Droteinas purificadas se

valoran midiendo el coeficiente de extinción a 215 y 225 nm y

aplicando la fórmula:

— ~ x 144 = gg de proteínas/ml

En el caso de inmunocxlobulinas de ratón purificadas,

E276/E251 se encuentra entre 2,4 y 2,7. a 280 nm de longitud de

onda, una unidad de densidad óptica (U.D.0.) corresponde a 0,69

pg/ml:

1 U~D~0•~SOOm = 690 gg/ml de inmunoglobulinas.

La cantidad de nucleoproteinas se calcula por su absorción

a 260 y 280 rna, de acuerdo con la siguiente fórmula:

(1,45 E2~~ — 0,74 E~60~j x 1.000 = gg/ml de nucleopro—

teínas.
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Z~J RESULTADOS

El sistema experimental utilizado en este trabajo

consistió, primero, en observar el efecto de los sueros

sanguíneos de mujeres con carcinoma de mama sobre células MMI,

línea establecida “in vitro” de carcinoma mamario de ratona

procedente del cruce Fl(CS7El x A1).

Los efectos observados, que relacionaban ciertos aspectos

de dos sistemas heterólogos, nos llevaron a la segunda parte,

que fue estudiar las reacciones humorales y celulares entre los

carcinomas mamarios humano y murino.

Los resultados obtenidos se relatan en esta seccion.

TV . A. EFECTO DEL SUERO SANGUíNEO DE MUJERES SANAS Y CON

CARCINOMAMAMARIO O SOBRE LAS CELULAS MMT

IV.A.l. SUEROSTOXICOS Y NO TOXICOS

Cuando se observó el efecto del suero sanguíneo de mujeres

sanas y de pacientes con carcinoma mamario, añadiéndolo como

suplemento al medio de crecimiento de las células de la línea

MMT “in vitro”, se encontró lo siguiente:

a) El suero sanguíneo del 57,9 % (11/19) de las pacientes

mostró efectos tóxicos marcados sobre las células MMI,

manifestados por degeneración y muerte celular (figura 8)

.
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b) Sin embargo, el suero de enfermas con cáncer de mama no

provocó alteraciones sobre las células no cancerosas de embrión

de ratón que se utilizaron como control.

c) El 88,9 % (16/18) de los sueros de mujeres sanas no

produjo efectos dañinos sobre las células MMT (figura 9). No

obstante, el 11,1 % (2/18) presentó efectos tóxicos sobre las

células MMT, los cuales dejaron de producirse cuando los

ensayos se realizaron sobre células MMT mantenidas con 5 % de

suero de ternera y 5 % de suero humano homólogo.

ch) En ningún caso se registraron alteraciones provocadas

por el suero de mujeres sanas sobre las células normales de

embrión de ratón que se utilizaron como control.

d) El suero de embarazadas no manifestó efectos tóxicos

sobre células normales ni sobre células cancerosas MMT.

El conjunto de estas observaciones se recogen en la figura

lo.

IV.A.2. OBSERVACIONESNORFODINAMICASDE LA DEGENERACIONCELULAR

Hemos podido observar detenidamente los fenómenos

descritos por medio de cinefotomicrografía de intevalos en

contraste de fases (figuras 11. 12 y 13)

.

Los sueros más activos producen la degeneración del 100 %

de las células en menos de 20 minutos.

Los movimientos ondulantes de las membranas citoplásmicas

cesan tan pronto como el suero se pone en contacto con las
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‘y
Células MMT

6j9.

Efectos tóxicos
SHu CaMa (4-)

Sin efectos tóxkzos
SHu CoMo (-)

Suero songuineo
de mujeres con
cáncer mamaria

Y

>4

Suero sanguíneo de.
mujeres sanas

>4

Células normales
(control)

Células MMT

Células normales
(control)

Células MMT

Suero de mujeres
embarazadas

Células normales

Fíguro 10

EFECTO DE LOS SUEROS SANGUíNEOS DE MUJERES CON CÁNCER DE MAMA
Y MUJERES SANAS EMBARAZ4DAS Y NO EMBARAZADAS SQBRE LAS CÉLULAS

CANCEROSAS MN¶ Y CELULAS NORMALES DE EMBRJON DE RATON

ningún efecto
tóxico
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células. Las células se separan parcialmente de la superficie

a la que están adheridas, se ponen refringentes, aumentan

moderadamente de volumen y mueren prácticamente todas al mismo

tiempo. Las células muertas pierden la refringencia. La

membrana plasmática queda separada del núcleo, orgánulos y

componentes estructurales citoplásmicos por la retracción de

todos ellos, dejando un espacio vesicular estructuralmente

vacío.

Todos los sueros tóxicos producen el mismo tipo de

degeneración, pero no todos exhiben la misma intensidad de

acción.

IV.A.3. REACCION DE INMUNOFLUORESCENCIAENTRE CELULAS ¡<MT E

INMUNOSUEROCONTRAINMUNOGLOBULINASHUMANAS

Teniendo en cuenta los datos de la literatura científica,

al preguntarnos sobre la causa de la actividad tóxica de los

SHu CaMa(+) se pensó que pudiera tener relación con la

oresencia de anticuerpos citotóxicos en el suero de las

enfermas

.

Preparamos eritrocitos de cobaya recubiertos de

inmunoglobulinas de conejo contra suero humano y estudiamos la

absorción de los mismos sobre células MMT expuestas durante 15

minutos, sin dar tiempo a que los sueros tóxicos produzcan la

degeneración con los resultados que pueden verse en las figuras

14 y 15

.





185

Para confirmar estas observaciones se utilizó el método de

la inmunofluorescencia

.

Para ello, las células MMT se fijaron con acetona, se

incubaron con los distintos sueros sanguíneos y a continuación

se lavaron para eliminar el material no fijado.

Se encontró que las células MMT mostraban una intensa

fluorescencia cuando habían sido expuestas al suero sanguíneo

de mujeres con carcinoma de mama; dicha fluorescencia a se

observó, tanto en el citoplasma como en la membrana, por

fijación a los antígenos celulares del antisuero contra

inmunoglobulinas humanas conjugado con fluoresceína (fiaura

Thfl

Este efecto lo presentaron el 68,4 % (13/19) de los sueros

de las enfermas que se ensayaron~ correspondiendo a todos los

sueros que mostraban efectos citotóxicos (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 absorción del SHu CaMa(+) con células MMT, suspendiendo

1 x 106 células vivas enteras por ml del medio suplementado con

10 % de suero problema, seguida de separación de las células

por suave centrifugación a 100 x G durante 5 minutos eliminaba

las propiedades citotóxicas.

Igualmente, el SHu CaMa(+) absorbido con células MMT,

convertía en negativa la inmunofluorescencia (figura 17 y 17 bis)

.





186

11/lI (100%) de los sueros citotóxicos
CaMa (+): inmunofluorescencia positiva:

2/8 (25%) de los sueros no citotóxicos
CaMa (-): inmunofluorescencia positivo

Y

Y

Inmunofluorescencia negativa

Figura 17

Células MMT
+
Suero de enfermas
+
Ac. Anti-lg humanas
conjugados con
fluoresceína

Células MMT
+
Suero de mujeres sanos
+

Ac. Anti-Ig humanas
conjugadas con
fluoresceína

Células normales control
+

Suero de enfermas
+

Ac. Anti-lg humanas
conjugadas con
fluoresceína

EFECTO DE LOS SUEROS. SANGUÍNEOS DE MUJERES CON CÁNCER DE MAMA Y MUJERES
SANAS SOBRE LAS CELULAS MMT EN LAS REACCIONES DE INMUNOFLUORESCENCIA
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absorción con células MMI

SHu CaMa (+) —--* absorción con membranas
aisladas de MMI

absorción con MMTV

desaparición
la toxicidad

de

desaparición de la
inmunofluorescencia

desaparición de~ a toxicidad

disminución de la
inmunofluorescencia

Figura l7bis

EFECTO DE LA ABSORCIÓN DEL SHu CaMa (+) CON CÉLULAS MML MEMBRANAS PURIFICA[)AS
DE LAS MISMAS Y MMIV
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Estudiamos entonces la capacidad de las membranas de las

células de adenocarcinoma mamario murino y de células normales

de embrión de ratón para inhibir la serotoxicidad, con los

resultados que pueden verse enla figura 18 y la tabla VI

.

Por lo tanto, cabe hablar de:

a) sueros humanos de pacientes con carcinoma mamario con

acción tóxica sobre las células MMT de carcinoma mamario

murino, o SHu CaMa(+), y

b) sueros humanos de pacientes con carcinoma mamario sin

acción tóxica sobre las células MMTde carcinoma mamario murino

o SHu CaMa(—).

Demostrado por:

a) Serotoxicidad del SHu CaMa(+), sobre células MMTvivas.

b) Reacción de inmunofluorescencia positiva en las células

fijadas, incubadas con SHu CaMa(±) y tratadas con anticuerpos

anti—Ig humanas conjugados con fluoresceína.

o) La absorción del SHu CaMa(±) con células de carcinoma

mamario de la línea MMT o de tumores mamarios de la cepa C3H,

o con membranas purificadas de las mismas, elimina los efectos

tóxicos.

ch) El efecto tóxico no desaparece absorbiendo con

membranas de células normales.

d) La absorción del SHu CaMa(+) con células MMT produce

una inmunofluorescencia negativa.

En los casos c y ~ era evidente que el cambio se debía a

la eliminación por absorción de los anticuerpos con los
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INHIBICIÓN DE LA SEROTOXICIDAD DE LA PACIENTE LO SOBRE C~LULAS DE
ADENOCARCINOMA MAMARfl MURINO Ch3¡He TRAS LA ABSORCION DEL SUERO

CON MEMBRANAS PURIFICADAS
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Proteínas utilizadas para absorber DI5~ en kg/ml *

Membranas purificadas:

— de células normales de ratón

— de células de cáncer mamario murino C311/He

- de células de cáncer mamario marino MM!

265

4

22

Virus del tumor mamario murino (MMIV) 600

* Dosis inhibitoria 50 o concentración necesaria de proteínas para proteger

las células, en este caso células MMT
del efecto tóxico al 50% de

Tabla VI

Inhibición de la serotoxicidad del SHu CaMa (4) de la misma paciente de la figura iS, sobre células MM!
tras la absorción del suero con membranas purificadas de células cancerosas y con MMIV.
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antígenos celulares correspondientes.

Estos datos se resumen en la figura 19

.

I1~.B. EFECTO DE LAS INMUNOGLOBULINASDE SIffi CaMa( -*) SOBRE LAS

CELULAS MMT

Al observar los fenómenos reseñados para los sueros

enteros, verosímilmente atribuibles a anticuerpos, quisimos

comprobar la actividad de los las ininunoglobulinas puras que

contienen los anticuerpos puros presentes en el SHu CaMa(±)

frente a las células MMT.

Nos encontramos con que aunque el suero sanguíneo total,

SHu CaMa(+), era tóxico para las células cancerosas MMT, las

inmunoglobulinas aisladas de las SEu CaMa(+) no eran tóxicas.

En efecto, cuando se aislaron inmunoglobulinas de los SHu

CaMa(+) y se añadieron al medio de cultivo de las células MMT

en una cantidad equivalente a la que se encuentra en el volumen

de suero que se añade a los cultivos (10 % del medio de

crecimiento), se registraron cambios de la morfología celular

y liberación de fraamentos zeióticos. No obstante, las células

MMT no degeneraban ni morían y acababan recuDerándose

,

evolucionando a continuación como un cultivo normal.

Ante este efecto de las inmunoglobulinas séricas quisimos

ver el efecto que producía la fracción de las inmunoglobulinas

que se fijaban a los antígenos correspondientes de la membrana

de las células MMT. Fara ello intentamos recuperar las
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MMI
+

SHu ClaMo
+

Pc ontklg Hu
CoNJUGADAS CON

FLUORESOSNA

FLÚOR (+) 13/19 (68A%)

4
A FLUOR (-) 6/19 (31,6%)

SHu CoMo (-0: FLÚOR (+)
11/11 (100%)

FLUOR (-)
~• 6/8 (75%)

SEt CoMo (O

FLÚOR (+)
2/8 (25%)

NO ~ES1ANIES:FLUOR (+)
1/18 (55%)

FLUOR (+) 1/25 (4%)

Ac anti-fg +ii
CoNJuGADAs CON

FLUO9ESCEiNA
FLUOR (0 24/25 (86%)

á. GESTANTES: FLUOR (-)
0/7

CÉLULAS NORMALES
+

SHu CaMa
+

Ac anfi-lg Hu
CONJUGADAS CON

FLUORESCEINA

FLÚOR (+) 0/19

~ FLÚOR Q) 19/19 (100%)

MMT= Células de la hneo MMI, de adenocorcinoma mamario muíino
SHu CaMo= suero de enfermos con cáncer de mamo
SHu CoMo (+)= suero de enfermos con cáncer de momo que tiene efecto tóxico sobre las
células MMI (ver figuro 11)
SI-Iu CaMa (-)= suero de enfermos con cóncer de momo que no muestro eteclo tóxico sobre los
células MMI (ver figuro 1)
SF-lu= suero humano
Ac= antícue¡pos

humanas
F~UoR reacción de inmunofluoresceino positivo
FWOR (-# reacción de inmunofluoresceina negativo

Los células normales utilizadas son células embrionarias de ratón,

En los cantidades con barro, lo primera porte corresponde a las mujeres que presentaron el efecto
correspondiente indicado y la segunda parte al número de mujeres estudiadas en codo caso, Entre
paréntesis se pone ef correspondiente porcentaje de respuesta,

Figura 19

MMI
+

SHu SANAS

EFECTO DE LOS SUEROS SANQUINEOS DE MUJERES SANAS Y CON CARCINOMA DUCTAL
INFILTRANTE DE MAMA SOBRE CELULAS MMI EN LAS REACCIONES DE INMUNOELLIORESCENCIA
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inmunoglobulinas de la membrana de las células MMT por el

método de Ran y tqitz. En la figura 20 se observa el resultado

de la inmunodifusión cualitativa.

En esta etapa se nos presentaron serias dificultades, que

solucionamos como se indica en el siguiente apartado.

En efecto, cuando se aplicaba el método generalmente

utilizado en la literatura para elidir las inmunoglobulinas

asociadas a membrana en buffer isotónico a pH ácido a

suspensiones de células vivas se producía una rápida muerte

celular.

Esto supone una limitación porque, por una parte, las

inmunoglobulinas elididas se mezclan con enzimas proteolíticas

liberadas por las células muertas, que 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 que se hayan eluido inmunoglobulinas

asociadas a su superficie para poder estudiar el comportamiento

de las células sometidas a la elución, como, por ejemplo, las

posibles reacciones de las inmunoglobulinas elididas de otros

sistemas.

Tras diversos ensayos para intentar separar las

inmunoglobulinas fijadas por los antígenos celulares

conservando la máxima viabilidad celular, llegamos a uno

valedero.

La figura 21 y la tabla VII recogen los resultados

obtenidos tras estudiar el efecto de las modificaciones de la
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Figura 21>

Irununodí Fusión cualitativa de oroteinas clii idas de membranas
y de vesículas zeiót loas.

O: Ant isuero de conejo contra inrnunogiobuíinas humanas O. A y PI?
Ji Szzerohumano contra.] diluido l/?0.
2: Proteínas eluidas de células Mf]’ tratadas con suero humano tóxico

uti ¡izando buffer de glicina y sacarosa 1,49 It
3: Prote±naseluidas de células MIT tratadas con suero humano.
t Suero humano control di la ido 1.430.
5; Proteínas elu idas de vesículas zelóticas liberadas pm las células

MIT tratadas cc,’n suero humano tóxico utilisrando buffer de alPina y
sacarosa 0.27 tI

6: Proteínas o luidas de célula MIT tratadas con suero humano tóxico
utilizando buffor de gr ¡cina y sacarosa 0.27 /1.
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Figura 21

O

VIABILIDAD DE LAS CELULAS MMT EN BUFEER DE GLICINA-HOI EN FUNCIÓN DE
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE SACAROSA
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92,5 176 300 510

~olaridad 027 0,51 0,88 1,49

Viabilidad 0 1 2 72

x 100 en 0 0 20 7?

diversos 0 3 22 70

ensayos 0 0,5 — 66

A18AIISIS ESTArnSTICO

X 0 1,12 21 72

a 0 1 1 3,6

Tabla VII

Viabilidad de las células XKI a los 9 ~inutosde trataaiento con buffer ácido
de glicina—Bol y concentracionesvariablesde sacarosa
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tonicidad del buffer ácido utilizando concentraciones

crecientes de sacarosa, para poder disponer de un procedimiento

que permita elidir las inmunoglobulinas asociadas a membrana

compatible con la mayor viabilidad celular posible.

Los resultados del estudio de la 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. Así mismo, el estudio de la viabilidad a

largo plazo de las células sometidas a tratamiento ácido en

medio hipertónico de sacarosa 1,49 M, comparando su curva de

crecimiento con la 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 y el tratamiento ácido en buffer de glicina-HCl a pH 2,4 en

sacarosa hipertónica 1,49 M se describe en el capítulo de

“Material y Métodos”.

Las inmunoctlobulinas fijadas a los antígenos de la

superficie de la membrana celular de las células MIMT tras su

exposición 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 cambios

morfológicos iniciales, fenómenos zeióticos y recuperación

final de la colonia (figura 24)

.

Se hicieron algunos experimentos complementarios.

Cuando las células MMT que sufren los efectos zeióticos
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Figuro 22

SACAROSA 1,49 MSACAROSA 0,27 M

o
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VLABILIDAD DE LAS CÉLULAS MMI EN BUFFER DE GLICINA Y SACAROSA 0,27 M Y 1,49 M EN
FUNCIOIN DEL TIEMPO
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Ileupo de acción del butfer
en minutos

Porcentaje de viabilidadt

6
6
6
6
6
6

65:3,2
65,25 1 4,?
72,75 1 6,3
31,5 15,0

6,5 1 0,5
0

tResultados de cuatro ensayos

A los cuatro Linutos ya solatiente el 31,5% de las células están vivas y a los 6 iinutos todas

han mierto.

Tabla VIII

?iabilidad de las células MMI con butter ácido de qlicina-IICl y sacarosa 0,2? 14 en tunción del

tiempo.

Ijeupo de accion del buí ter
en ~inutos

Porcentaje de viabilidad*

1
1

11
13
15
20
30

9012
721 3,6
74±6,2
68±8
6917,2
221 6,5
5±2,2

tResultado de nueve ensayos

~ Los 7 ninutos el 90% de las células peruanecen vivas y a los 15 ~inutosel 69%

Tabla IX

Viabilidad de las células MR! con bulfer ácido de qlicina-flCl sacarosa 1,49 >4 en función del
tiempo



200

10--

5

0
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TIEMPO EN HOI~AS

Control: curva de crecimiento de las células MMT sembradas sin tratamiento previa,

LA.: curvo de crecimiento de los célulos MMT sembradas después del tratoniento can butter
glicina-sacarosa 1A9 M, durante 10 minutos,

Figuro 23
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D
• Lii

O
Lii

(3
O
Lii

z

control TA

CURVA DE QRECIMIENTO DE LAS CELULAS MMT Y EFECTO DEL TRATAMIENTO CON
BUEFER ACIDO DE GLICINA-HCI Y SACAROSA 1.49 M DURANTE 10 MINUTOS
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+ MMT —* zeiosis (+) —* recuperación

7,
.7

lg obtenióos de SHu CoMo (+)
4

xv

+ células normales de
embrión de ratón

MMT —-—--—-* ze¡osis (+) —* recuperación

lg ei,didos de células MMT
pretratodos con SHu CoMo (-.-)

~+ células normales de
embrión de ratón

+ MMT
»

lg obteniaos de SHu CoMa (O

+ células normales de
embrión de ratón

+ MMT

lg obtenidos de SHu normal

+ células normales de
embrión de ratón

Figuro 24

>. (-)

(—)

(-)

(—)

EFECTO DE LAS INMUNOQLOBULINAS (Ig) OBTENIDAS DE LOS SUEROS SANGUíNEOS
Y DE LAS AISLADAS DE CELULAS MMT PREVIAMENTE TRATADAS CON SHu CoMo (+)
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seguidos de recuperación se regeneran, el tratamiento inmediato

con SHu CaMaC+) no manifiesta efectos tóxicos y el tratamiento

inmediato con inmunoglobulinas no produce zeiosis.

Cuando las células recuperadas tras la zeiosis se dejan

evolucionar o se subcultivan, el efecto tóxico del SHu CaMa(+)

y el efecto zeiótico de las inmunoglobulinas se reproduce.

(figura 25)

.

Verosímilmente, tras la elisión a pH ácido hay una pérdida

tumoral de antígenos con los fragmentos zeióticos, que vuelven

a producirse pocas horas después en las células que se cultivan

en las condiciones estándar.

IV. C. SUEROS DE MUJERES CON CANCER DE MAI4A CON EFECTO DE

DIFERENCIACION GLANDULARMAMARIA

IV.C.1. OBSERVACION DEL EFECTO DE DIFERENCIACION CELULAR

Los SHu CaMa(—) manifestaron efectos muy peculiares.

Cuando las células MI4T se cultivaron con medio

suplementado con SHu CaMa(—) se produjeron en pocos días, en el

75 % (6/E) de los casos, cambios morfológicos compatibles con

diferenciación celular, ya que las células se agregaron

formando acúmulos de aspecto glandular.

Analizando otros tipos de sueros observamos que, al igual

que los SHu CaMa(—), la totalidad de los sueros sanguíneos de

mujeres embarazadas (7/7)) producían los efectos descritos pero
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lg de SI-lu CoMo (+) + MMT — zelosis —----* recuperación

acción precoz —* ~

+ SHu CoMo (-..)

>4 acción tardío —# toxicidad
MMT post-zeióticas

acción precoz —* (-)

+ 19 de SHu CaMa &-)

acción tardío —* zelosis

Elguro 25

Efecto del SHu CoMo (O y de las Ig de SHu CaMa (+) sobre las células MMT
post-zeióticas
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con mayor intensidad.

El 22 % (4/18) de los sueros sanguíneos de mujeres sanas

no embarazadas mostraron efectos de diferenciación celular.

Los sueros de mujeres sanas y los SHu CaMa(+) y SHu

CaMa(—) no produjeron modificaciones en las células de embrión

de ratón utilizadas como control.

En suma, a partir de los datos de esta primera parte de

nuestra investigación se podían distinguir las propiedades

resumidas en la figura 26

,

A) Sueros sanguíneos de enfermas con carcinoma mamario:

a) SHu CaMa(+7j, el efecto de diferenciación celular no es

valorable con suero sin inactivar, dado que mata a las células

en un tiempo menor del necesario para que se manifieste una

posible diferenciación.

El posible efecto diferenciador se valoró realizando el

ensaya con los sueros inactivados que produjeron diferenciación

en el 27,3 % (3/11).

b) SHu CaMa(-), con efecto de diferenciación 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 sanguíneos controles:

a) SHu de mujeres sanas no embarazadas con efecto de

diferenciación en el 22 % de los casos (4/18)

b) SH mujeres, sanas embarazadas 100 % con efecto de

diferenciación intenso en el 100 % de los casos (7/7),



205
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cemar en e. 5% ~6/8~ovante se vtt~za :ed~o son onactovan
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Fíqura 26

Manilestaciones de diferenciacion glandular nai~aría de los distintos tipos
de sueros sanguíneos utilizados

ai 5Ev GaNa 1—)

bí 5Ev CaMa :-
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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 diferenciación

alandular de los sueros sanguíneos humanos de pacientes con

carcinoma mamario sobre células indiferenciadas de

adenocarcinoma mamario murino MMT establecidas “in vitro”

,

procuramos estudiar algunas de sus características.

IV. C. 2. CARACTERIZACION DE LOS FACTORESRESPONSABLESDEL EFECTO

DIFERENCIADOR

Con objeto de caracterizar a los productos responsables

del efecto diferenciador, se procedió a determinar su peso

molecular aproximado empleando membranas de filtración de

distinto diámetro de poro, comparando el efecto de los

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 que 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

que se concentraron por el sistema de los microconcentradores

Minicon ASO y A25 de Amicon, las cuales se añadieron al medio

de crecimiento de los cultivos de células MMT.

Se observó que el o los factores gue provocaban la
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diferenciación alandular se encontraban en la fracción con

moléculas mayores de 50.000 Da. Los análisis demostraron aue se

trataba de proteínas (figura 27)

.

IV.C.3. DESARROLLODEL FENOMENO

El proceso se desarrolló de la forma descrita a

continuacion.

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 depositan 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 reproducción celular es elevada, aumentando a

partir de las 48 horas de cultivo. Al cuarto día, la población

preconfluente puede verse en la figura 28. Conservan un

crecimiento logarítmico aproximadamente hasta el quinto día de

cultivo, en que la monocapa se encuentra en fase confluente.

Posteriormente las células se aprietan y disminuyen su

tasa de reproducción. Si se dejan evolucionar, las células

tienden a desprenderse a partir del séptimo día de cultivo.

En condiciones de mantenimiento óptimo conviene hacer el

subcultivo de las células al cuarto día, cuando se encuentran

en pleno crecimiento exponencial.

Cuando las células MMT se suplementan con los sueros
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FRACCIONES EFECTO PROTEíNAS

MEMB50

CaMa (-)

MEME25

50MEMB

CaMa (+)

¡ MEMB25

SI-] u

de embarazadas

MEME50

MEME25

ólS C’Y’?2~’- FDGH (+)
PM > 50 kDa --

(2k> FDGH (-)

PM 25-50 kDa

FDGM (-)

PM < 25 kDa

PM > SORDa 5< C2~.5% FDGH (+) *

PM 25-50 RDa FDGM(-)
1

PM < 25 kDa

PM > SOkDa
7/7 (100 %) FDGM (+)

PM 25-50 RDa

PM < 25 kDa

FDGM (-)

\ de mujeres sanas
no embarazadas

MEMB50

MEMB25

PM > SORDa 14/18 (78%) FDGM (+)

(22%) FDGM(-)

PM 25-50 RDa

PM < 25 RDa

FDGM (-)

* Este resultado se obtiene cuando los ensayos se hacen en ausencia
de actividad de complemento por inactivación a && C, 30 mm.

SHu=suero sanguíneo humano

Figuro 27

FRACCIONESDE DISTINTOS P~SOSMOLECULARESY PRESENCIADEL
FACTORDE DIFERENCIACION GLANDULARMAMARIA(FDGM)
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sanguíneos humanos que tienen efecto diferenciador, según se

mencionó, se observa la producción en puntos dispersos de

agrupamientos celulares que crecen volumétricamente en distinto

grado, por superposición 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. 30 y 31 se ve el aspecto a los 5 días,

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 las figuras. Los

agrupamientos celulares mayores adoptan la forma de casquetes

esféricos, los cuales aumentan en número y volumen a los 6 días

del cultivo. A partir de sexto día, algunos agrupamientos

comienzan a desprenderse por razones mecánicas.

IV.C.4. EFECTO DE LA TEMPERATURASOBRE PROLIFERACION Y

DIFERENCIACION

La realización de cultivos a distintas temperaturas mostró

los siguientes hechos:

a) Cuando el cultivo de células MMT con sueros que

presentan efecto diferenciador se realiza a 32~ C, el

crecimiento de la población es más lento pero aumenta alrededor

de 10 veces el número de agregados pseudoglandulares que se

producen, en relación al cultivo a 370 c (figuras 29. 30 y 31).
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b) Si el cultivo de los agregados pseudoglandulares

formados a 320 C se continúa a 370 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 560 C durante 30 minutos, para inactivar a las

moléculas termosensibles, el crecimiento celular y el efecto

diferenciador se producen prácticamente de la misma manera que

cuando se emplea el suero nativo.

Se analizaron 15 sueros antes y después de la

inactivación. Antes de la inactivación manifestarón efecto

diferenciador 13 de los 15 (86,6 %), conservando el efecto

después de la inactivación 11 de 15 (73,3 %).

Se trata por lo tanto de factores termoestables (figura 32)

.

IV.C.5. NECESIDAD DE LA PRESENCIA DEL FACTORDE DIFERENCIACION

PARA LA MANIFESTACION Y CONSERVACIONDEL FENOMENO

Los agrupamientos celulares se recogieron centrifugando a

100 x G durante 5 minutos y su estudio histológico mostró una

estructura de células bien adosadas entre sí de manera

ordenada, con aspecto pseudoglandular (figuras 33 y 14). Como

se dijo, las tinciones histoquimicas con Sudán III revelaron

que las células contenían gran cantidad de material graso

(figura 35)

.

Cuando los grupos pseudoglandulares recogidos por
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MMT

TOXICIDAD (-)

CULTIVO A 370C:
VELOCIDAD DE CRECIMIENIO
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4
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CON RECUPERACION DE LA
VELOCIDAD PE CRECIMIENTO

TI PlCA
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Figura 32

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA FORMACIÓN DE AGREGADOS DE DIFERENCIACIÓN
PSEUDOGLANDULAR MAMARIA
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centrifugación 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 días de cultivo.

O sea, que la diferenciación celular manifestada por la

formación de agrupados pseudoglandulares desaparece en ausencia

de los factores de diferenciación de los sueros humanos.

Si el medio de crecimiento basal se suplementa con suero

con efecto diferenciador o con la fracción 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 células dispersas procedentes de agregados

seudoglandulares aumentan también significativamente (unas 8

veces) el número de agregados inducidos por un mismo suero

respecto al inducido en las células MMT originales.

En suma, que el efecto diferenciador es inducido nor los

factores de diferenciación alandular mamaria <FDGMJ (figura

3m.

Tiene carácter termoestable. independiente del comolemento, y

necesita estar oresente para que la diferenciación se

manifieste y conserve. El fenómeno de la diferenciación celular

desaparece en ausencia de los factores de diferenciación y la

capacidad de respuesta (expresión de posibles receptores del

FDGM) es mayor en las células MHT de las formaciones

seudoglandulares.
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En la figura 36 bis se recogen en conjunto los efectos de

los distintos suplementos utilizados sobre las células

cancerosas MMTy sobre las células normales de embrión de ratón

utilizadas como control.

IV . CH. REACCIONES HUMORALESY CELULARES CRUZADAS ENTRE LOS

CARCINOMAS MAMARIOS HUMANO Y MURINO

En esta parte del trabajo estudiamos las reacciones

inmunológicas del suero sanguíneo de enfermas con carcinoma

mamario frente a células MMT, línea establecida a partir de un

carcinoma mamario murino. El efecto producido lo comparamos con

el observado frente a células normales. El control como células

normales se realiza con células embrionarias de embrión de

ratón.

Observamos que las células cancerosas humanas las

células MMT murinas muestran reacciones cruzadas entre los

antígenos viroinformados y los viro—inducidos de las células

cancerosas murinas, y los antígenos homólogos que son expresión

de genes celulares de las células cancerosas humanas.

El desarrollo de la siguiente serie de experimentos hacia

necesario reconocer el carácter canceroso de las células

utilizadas en las inoculaciones e inmunizaciones, y analizar de

los efectos de los linfocitos de los animales inoculados.
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IV.Cfl.l. PRUEBAS DE TUMORIGENICIDAD

Para el reconocimiento del carácter canceroso se hicieron

pruebas de tumorigenicidad de las células de la línea MMT.

Cuando se inocularon 100.000 células MMT a ratones Swiss

recién nacidos, se desarrollaron tumores en todos los animales,

que evolucionaron hasta la muerte en pocas semanas (figura 37)

.

Cuando el mismo número de células MMTse inoculó a ratones

adultos jóvenes, de tres o cuatro meses de edad, el 15 % no

desarrolló tumores y el 85 % los desarrolló inicialmente, pero

posteriormente involucionaron y fueron rechazados gracias a una

respuesta inmunológica.

IV. CH.2 - íNTER-RELACIONES ENTRE SUEROS SANGUíNEOS Y LINFOCITOS

RUMANOS Y MIJEINOS

Para el estudio del efecto de los linfocitos humanos y de

ratón buscamos primeramente las mejores condiciones de su

aislamiento.

IV.CH.2.a. Cultivo de células linfoides. Obtención linfocitos

circulantes humanos y de ratón

Las células linfoides cultivadas en medios definidos

suplementados con sueros autólogos, homólogos o heterólogos y

en ausencia de mitóqenos y factores de crecimiento, poseen una
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capacidad proliferativa muy baja, con un crecimiento mínimo y

una gran tendencia a disminuir el número de células en pocos

días. En la figura 38 puede verse la evolución de linfocitos

esplénicos de ratón 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 mitógenos o factores de

crecimiento específicos. Así, en la figura 39 puede observarse

la evolución de linfocitos aislados de sangre periférica humana

cultivados con y sin fitohemaglutinina (FHA).

En la figura 40, puede verse el aspecto morfológico 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, quedan en suspension.

Las células libres pueden presentar una morfología

variada, observándose unas células esféricas y otras con forma

de renacuajo. En la figura 41 puede verse a mayor aumento el

aspecto que presentan fijados y teñidos con Giemsa.

Tras la adición de PilA, hay tendencia a formar agregados

que van aumentando de tamaño por la proliferación de dichos

agregados y la fusión de otros grupos aislados, pudiendo llegar

a ser muy voluminosos.

La FHA estimula la producción de interleucina-2 (IL-2),

llamada anteriormente factor de crecimiento de los linfocitos

T, descrito por Morcsan, Ruscetti y Gallo em 1976. La nueva
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denominación se debe a Aarden en 1979. Para poder mantener los

cultivos de células linfoides por períodos 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 proliferación de dichas células y permiten el

cultivo continuado (Fathman y Fitch, 1924).

IV.CH.2.b. Observacion de los efectos de los linfocitos humanos

y inurinos sobre las celulas MMT

Estudiando la reactividad humoral y celular (linfocitaria)

de estos animales se hicieron las siguientes observaciones:

a) El suero sanguíneo del 100 % (10/10) de los ratones

adultos jóvenes control, que no han sido inoculados con células

MMT, no produce efectos tóxicos sobre las células MMT.

b) Los linfocitos de los ratones adultos jóvenes control,

que no han recibido las células MMT, no tienen efectos

citotóxicos sobre las células MMT, en el 100 % (10/10) de los

casos.

c) El suero sanguíneo del 100 % (7/7) de los ratones

adultos jóvenes que han sido inoculados con células MMT y han

desarrollado un tumor que ha regresado de manera espontánea,

carece de efectos tóxicos sobre las células MMT.

ch) Curiosamente, aunque carente de serotoxicidad, el 100

% (7/7) de dichos sueros murinos induce modificaciones
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morfodinamicas semejantes a las aue oroducen las

inmunoglobulinas de los SHu CaMa(+) e inhiben la serotoxicidad

de los sueros sanguíneos humanos que poseen la característica

de ser serotóxicos, SHu CaMa(±).

d) Los linfocitos de los ratones adultos jóvenes que han

desarrollado un tumor que ha regresado espontáneamente tienen

en el 100 % (6/6) de los casos una acción citotóxica marcada

sobre las células MMT.

e) Los ensayos por el método de Takasugi y Rlein en

microplacas muestran que se trata de una linfotoxicidad anti

—

MHT mediada nor anticuerpos comolemento—denendientes, puesto

que desaparece al inactivar el suero por calentamiento, 30

minutos a 560 C. Al efecto, se siembran pocillos con un mismo

número de células y se incuban con suspensiones de linfocitos

en concentración creciente. Se añade a una serie suero autólogo

nativo y a otra serie paralela suero autólogo en el que el

complemento se ha inactivado por calor (figura 42)

.

f) Los linfocitos aislados de mujeres con carcinoma de

mama no poseen acción linfotóxica sobre las células MMT.

g) Una pequeña proporción de los linfocitos aislados de

las mujeres con carcinoma de mama (alrededor del 2%), presenta

un marcado linfotropismo 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

sanguíneo de ratones que han rechazado al tumor.

i) El linfotropismo no se observa en los linfocitos
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aislados de mujeres sanas (6/6). El estudio de los fenómenos de

linfotropismo se realizó 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 figura 43. El linfotropismo descrito para las

mujeres con carcinoma de mama es morfodinamicamente similar al

de los linfocitos 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 ningún

linfocito con este tipo de tropismo.

Todas estas observaciones aparecen en el esquema de la

figura 44

.

IV . 1). CARACTERIZACION DE LOS ANTíGENOS RESPONSABLESDE LAS

REACCIONES CRUZADAS ENTRE LAS CEDIlLAS DE LOS CANCERES DE LA

GLANDULA MAMARIA HUMANOS Y MURINOS

Se ha demostrado que las células de carcinoma mamario

humano contienen proteínas homólogas 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 antígenos víricos y antígenos de ADNc
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províricos de las células MMT con los factores inmunológicos

humanos.

IV.D.l. EL PROBLEMADE LOS VIRUS ONCOGENICOS

Las observaciones recogidas hasta aquí mostraron que

existían reacciones inmunológicas humorales y celulares

cruzadas entre el carcinoma ductal infiltrante de la glándula

mamaria humana y las células de la línea establecida MMT,

procedente de un adenocarcinoma de ratón.

En efecto: a) mediante inmunofluorescencia, los sueros

sanguíneos de 68,4 % de las mujeres que padecían cáncer de mama

contenía anticuerpos que reaccionaban con antígenos de las

células MMT; b) la absorción de los sueros sanguíneos con

células MMT elimina la inmunofluorescencia, por reacción

cruzada entre anticuerpos humanos y antígenos murinos; c) en la

sangre periférica de mujeres con cáncer de mama existen

linfocitos que presentan un marcado tropismo sobre células MMT;

ch) los sueros de los ratones inmunizados con células MMT

inhiben el tropismo de los linfocitos humanos, lo cual revela

posiblemente el bloqueo de los efectores de los linfocitos

humanos con los anticuerpos presentes en el suero murino.

Es bien sabido que la principal etiología del cáncer

mamario murino está relacionada con virus oncogénicos con

genoma de ARN (oncornavirus) que, además, tienen las

propiedades de los retrovirus, es decir, de aquellos virus ARN
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que mediante el proceso de la transcripción inversa producen un

ácido desoxirribonucleico complementario o ADNc que se

incorpora al qenoma de las células infectadas.

En las fotografías al microscopio electrónico de las

figuras 45 y 4~, se pueden ver las características morfológicas

de las partículas víricas del !4HTV.

En los cultivos primarios de células de adenocarcinoma

mamario murino C83 se evidencian al microscopio electrónico

partículas víricas que se observan en mayor cantidad y en mayor

número de células cuando los cultivos se tratan con

dexametasona a razón de 35 gg/ml durante 48 horas (fi~uras 47

y Th.

Estos hechos nos llevaron al estudio de la presencia de

retrovirus vegetativos en las células cancerosas murinas de la

línea MMT y al análisis de posibles provirus por incorporación

del ADNc vírico.

IV.D.2. OBSERVACIONESEN LAS CELULAS MMT

En la figura 49 podemos ver el aspecto que presentan las

células HMT fijadas e incluidas al sexto día de cultivo.

Tras el estudio detallado de esta sublínea celular ?4MT

con el microscopio electrónico, no se pudieron detectar

partículas víricas de tipo A o E del virus de los tumores

mamarios del ratón o MMTV (por “mouse mammary tumor virus”), a

pesar de ser ésta una de las características descritas por los
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autores cuando la línea celular fue originalmente establecida

“in vitro”.

Tampoco observamos partículas MMTV en las células MMT

tratadas con Dexametasona.

La pérdida de la capacidad para liberar virus “in vitro”

como la encontrada en nuestra línea de MMT, ha sido descrita

por Cvkes (1968) y Lasfargues (1970) en algunas sublineas de

células MMT; esta es la situación de nuestra sublínea celular

después de más de 200 pases en nuestro departamento.

En los bordes de la membrana plasmática de estas células

se observan numerosas zonas densas que, a bajos aumentos

parecen corresponde a hemidesmosomas (figura 50)

.

También se observan zonas de organización de la membrana

en capas superpuestas que en algunos casos adquieren la forma

de figuras en huella digital (figura 51), fenómeno que se

observa en algunas células infectadas con virus.

La ausencia de virus oncogénicos vegetativos en la

sublínea celular MMT con la que trabajamos, nos hizo realizar

dos tipos de experimentos, si queríamos conocer las posibles

relaciones entre los antígenos de las células de carcinoma

mamario en la mujer, por un lado, y los antígenos

viroinformados, los antígnos viro—inducidos y al propio virus

de los carcinomas mamarios del ratón o MMTV, por otro lado.

En primer lugar, averiguar si, a pesar de no existir

partículas viricas, se expresaban antígenos de ADN provírico.

En segundo lugar, aislar MMTVde algunos tipos de células
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cancerosas mamarias de ratón que poseíamos y que con certeza lo

tenían, con objeto de analizar las relaciones entre los

antígenos del cáncer mamario humano y los del MMTV.

En la sección de “Material y Métodos” se describen con

detalle los procedimientos utilizados.

El aislamiento de virus de tumor mamario murino o MMTVse

hizo a partir de adenocarcinoma mamario de ratón de la cepa

insita C3H/He.

Siguiendo el procedimiento señalado, en la figura 52 y la

tabla X se resumen los resultados del aislamiento y

purificación del MMTV.

En la figura 53 se observa el resultado de la purificación

del MMTVmediante ultracentrifugación en gradiente de sacarosa

y en la figura 54 se registra el espectro de absorción del

virus.

En promedio se obtuvieron 10,7 mg de proteínas con virus

por gramo de tumor, o sea el 1,07 %, que contenían 0,40 gg de

partículas víricas. Estas sedimentan en dos picos,

correspondientes a las densidades de 1,16 y 1,14 g/cc. El virus

tiene su máximo espectro de absorción a una longitud de onda de

260 nm.

La infección vírica provoca un aumento de enzimas

viroinducidas, como se ve en la tabla XI

.

La cantidad de antígenos viroinducidos se modifica cuando

los animales con adenocarcinoma mamario o las células de

carcinoma mamario murino de diversas líneas mantenidas “in
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Tabla X

Datos del aislamiento y concentración de HMTV a
partir de adenocarcinoinas mamarios de ratones C3BIlle

>1’ de experimentos 5

Edad de los ratones 8 a 10 meses

Peso de los tumores 5a99

Volumen del homoqenadofiltrado 30 a 54 ml

Concentración media de
nucleoproteinas 1,6 mg/ml

Cantidad media de MMTVa partir
de tumores C311/lle 0,42 pg/g
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Extracto acelular de
adenocarcinoina mamario
de ratón C3B/He

50 4,63 2,8 504

Fracción enriquecida
en MMTVa partir del
extracto aceliilar

189 18,6 9,3 79

Promedios de 5 experimentos
Los resultados se expresan en mu/mg

Tabla XI

Actividades en: imáticas del extracto acelular original
y de la fracción enriquecida en MHTV a partir del extracto

fosfatasa
ácida

fosfatasa
prostática

lactico—deshidro
genasa
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vitro” se tratan con estrógenos, gestágenos, andrógenos o

corticosteroides (tiauras 55. 56. 5’? y ~.Bft

Una vez comprobada la existencia de relación antigénica

cruzada entre células de cáncer mamario humano y murino y

comprobado que la toxicidad de los SHu CaMa(+) desaparecía por

absorción con células MMT o con membrana de las mismas,

absorbimos el SHu CaMa(+) con MMTVpurificado. Esto provocó la

desaparición de la serotoxicidad del suero sanguíneo de las

enfermas con cáncer mamario sobre las células MML. Igualmente

hacia disminuir la inmunofluorescencia.

En cuanto al efecto linfotóxico de los linfocitos de ratón

sensibilizado por antígenos de células MMT, cuya acción depende

de la adición de suero autólogo de ratón, desaparece cuando el

suero se absorbe con MMTV, al igual que lo hacía cuando era

absorbido con células MMT o sus membranas aisladas.

El examen conjunto de los datos reveló que en las

pacientes con serotoxidad para las células MMT existía una

correlación entre presencia y cantidad de anticuerpos anti—MMT

y supervivencia (figuras 59 y ~.Q).
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XT DISCIJSION

V.A. INTRODUCCION

El virus del adenocarcinoma mamario murino (MuMTV o MMTV)

es la causa principal del cáncer mamario en los ratones. Se

trata de un retrovirus de tipo B. Por una parte, produce un

ácido desoxirribonucleico complementario (ADNc) del ARN vírico

por transcripción inversa, el cual se incorpora al genoma

celular como provirus. Por otra parte, se reproduce dando lugar

a partículas víricas vegetativas que 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 relación con este asunto.

Ya hemos mencionado que para este trabajo aislamos ?-24TV

de los adenocarcinomas mamarios de ratoens de la cepa C3H/He;

en cambio, la sublínea celular MMT establecida “in vitro” a

partir de un adenocarcinoma mamario de ratón no producía virus

vegetativos, si bien, como han demostrado diversos autores,

contiene secuencias de ADNc homólogo del ARN del MMTV. La línea

MMT originalmente establecida producía MMTV, pero diversas

sublíneas dejaron de ser productivas.

El MMTVha sido aislado de leche de ratones con incidencia

tumoral elevada, explantes de tumores mamarios productores,
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células epitelioides establecidas “in vitro” a partir de

tumores mamarios de diversas cepas de ratón y líneas celulares

epiteliales heterólogas infectadas o inoculadas con MMTV (buen

modelo para estudiar las primeras fases de la infección y de

gran infectividad en los 2—3 primeros pases).

Diversos virus oncogénicos de tipo ADN y ARN provocan la

transformación cancerosa de la célula a través de oncogenes (y—

fl~D). Algunos contienen, ademásde oncogenes,genes promotores

de La actividad de los oncogenes, tanto víricos (v—onc) como

celulares (c—Qnq) homólogos.

Pero existen virus que carecen de oncogenes y tienen

únicamente 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), que induce la

amplificación o sobre-expresión de ciertos oncogenescelulares.

En los experimentos de Crescin y ~i (1984), el análisis

de ADN de tejido de carcinoma mamario obtenido quirúrgic¿mente,

fragmentado con la enzima de restricción Eco Rl, mostró en dos

de 28 casos una región homóloga de la región LTR—g.~g ~“long

terminal repeat plus group antigen” del l~24TV y región de la

proteína g~,g de cubierta o Env del mismo). Los linfocitos de

las pacientes “positivas” se cultivaron en presenica de IL—2

(interleuquina 2), obteniéndose abundantescélulas T. El ADN de

las células T de los cultivos de tres días contiene secuencias

de MMTV. El ADN de linfocitos de sujetos normales no contiene
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secuencias de MMTV.

La unidad II de la mitad 3’ del LTR del provirus de MMTV

en el ratón C3H tiene una homología de 93,4 % con la parte

correspondiente de la LTR del virus exógeno de C3H (Donehower

,

Fleurdelvs y Haper, 1983). El LTR endógeno conserva todos los

recuadros grandes de lectura abierta del LTR exógeno. Las

diferencias en la secuencia no se llevan a cabo al azar,

originando estructuras silenciosas.

Mukheriee y col (1973) vieron un aumento de la actividad

de la transcriptasa inversa en la glándula mamaria normal en

desarrollo, en tejido tumoral mamario sin virus y en glándula

mamaria lactante.

Desde luego, el factor vírico no es el único que

interviene en la carcinogénesis mamaria del ratón.

Rincxold (1979) ya observó que la tumorigénesis mamaria en

los ratones depende del medio hormonal, produciéndose casi

exclusivamente en hembras, siendo la tasa de crc~cimiento

tumoral mayor durante la preñez, así 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 producción de hormonas adrenocorticales. Los

receptores para corticoides y esteroides sexuales están

presentes en los tumores mamarios y en las glándulas mamarias

lactantes.

Se ha visto que las hormonas glucocorticoideas estimulan
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la producción de virus 10—20 veces, aun en ausencia de suero,

en líneas establecidas a partir de tumores mamarios de ratón y

aumentan los cuerpos de inclusión citoplásmicos (los cuales se

deben a MMTV o a partículas A) en tumores mamarios murinos,

situación que también nosotros observamos en las células de

cultivo primario de adenocarcinoma mamario murino tratadas con

glucocortioides figuras 47 y 48.

Así mismo, diversas hormonas polipeptídicas (insulina,

prolactina, hormona de crecimiento, factor lactógeno

placentario) estimulan la producción del virus.

Se ha demostrado que la producción de virus inducida por

los corticoides va precedida de un rápido e importante ascenso

de los niveles de ARN vírico intracelular. Todas las células

susceptibles a este estímulo presentaban receptores

citoplásmicos para glucocorticoides, que parecen ser los

mediadores del estímulo de la expresión de los genes MIMTV.

La región HERV-K del genoma humano se considera un

retrovirus endógeno homólogo del genoma del MMTV. La región

genómica HERV-K transcribe un ARN poli(A)+ de 8,8 kb. En las

células de la línea T47D, de carcinoma mamario humar.3, el

tratamiento con estradiol seguido de progesterona aumenta la

expresión de HERV-I< (Qng, Kawakami y tlshikubo, 198?).

Darbre y col (1984) estudiaron la línea de carcinoma

mamario SllS de ratón, andrógeno—dependiente,a partir de la

cual obtuvieron una línea andrógeno—independiente por selección

de las células que crecían en ausencia de andrógenos. En las
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células andrógeno—independientes los andrógenos no fueron

capaces de cambiar la morfología celular, estimular el

crecimiento y aumentar la cantidad de ARNmde LTR de MMTV. Se

observó un aumento en estas células de la metilación del ADN a

nivel de las secuencias MMTV—LTR, a lo cual se atribuyó la

hormono—independencia.

En las células de carcinoma mamario andrógeno—

dependientes, tanto los andrógenos (testosterona) como los

glucocorticoides (dexametasona) estimulan la producción de

células con morfología fibroblástica, la densidad de saturación

en monocapa y el crecimiento en suspensión (Darbre y ~j). La

fase de crecimiento logarítmico es estimulada por los

andrógenos e inhibida por los glucocorticoides.

Nosotros observamos que en las células de cánceres

mamarios murinos, como MMT y C3H, el tratamiento con hormonas

esteroideas modifica la expresión de antígenos viroasociados

(figuras 55 a

58

.

El estudio del efecto de andrógenos y glucocorticoides

por transfección mostró que los cambios morfológicos y el

estímulo de la proliferación por parte de los andrógenos no se

producen a la vez, sino independientemente.

Todas las poblaciones neoplásicas, aunque 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.

Aunque se ha descrito la presencia de partículas de

aspecto vírico en el tejido de carcinoma mamario humano y en la

leche de las pacientes, se discute si es un verdadero virus y

si participa en la etiopatogenia del cáncer de mama.

La verdad es que la mayor parte de las veces no se

detectan virus, ni es necesario que se detecten para que estén

relacionados con la transformación neoplásica, pues es bien

sabido que los virus oncogénicos no siempre se expresan en

forma vegetativa, pero existen provirus que se reproducen como

parte del genoma celular y ejercen una acción cancerígena. E

incluso zonas genómicas con AUN sin aparente relación con virus

que es homólogo del ADNc que produciría el ARN de un retrovirus

oncogénico.

Los ratones de la cepa C3H tienen una elevada incidencia

de adenocarcinomas mamarios por transmisión láctea (transmisión

horizontal de virus maduros) y por transmisión vertThal (por

virus vegetativos o episomas en las células sexuales o por el

provirus de MMTVincorporado a la cromatina). En dichos ratones

existen antígenos tumor—asociados, antígenos viro—informados

(que corrresponden a enzimas y otras proteínas codificadas por

el genoma vírico y que forman parte de las partículas víricas)

y antígenos viro—inducidos (que son proteínas celulares

inducidas por el virus, pero que no forman parte de las

partículas víricas). Las proteínas viro-inducidas son enzimas

y otras sustancias necesarias para la multiplicación del virus.
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Las líneas celulares establecidas “in vitro” a partir de

células de carcinomas mamarios murinos, como la línea celular

MMT, poseen también antígenos tumor—asociados, antígenos viro—

informados y antígenos viro—inducidos. Y existe expresión de

antígenos víricos 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 partículas viricas vegetativas, se puede observar

que el tejido de carcinoma mamario humano contiene antígenos

aue dan reacciones cruzadas con antígenos de los tejidos de

carcinoma mamario murino y con antígenos del MMTV. Esto se debe

a que el genoma de las células de cáncer de mama humano

contiene secuencias génicas homólogas del MMTV. El suero

sanguíneo de las pacientes posee anticuerpos que reaccionan con

antígenos de las células de cáncer mamario murino y con el

propio MIMTV. La citolisis cancerosa por anticuerpos es casi

siempre complemento-deoendiente

.

Nuestros resultados coinciden con diversos estudios

realizados por otros autores que han mostrado que existen

reacciones inmunológicas 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 métodos inmunológicos, se han realizado varios

descubrimientos:

— Se han visto relaciones serológicas entre las proteínas

y genoma del MMTVy las proteínas, qenoma y ARN de los tejidos
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de carcinoma mamario humano.

— Las células de cáncer de mama humano y el MI4TV producen

un factor de inhibición de la migración de los linfocitos

humanos (Black y ~ 1974).

Las células del cáncer de mama humano presentan antígenos

emparentados con un antígeno del MMTV y con la proteína

estructural p2? del virus de Mason-Pfizer del mono (Y&h y £21.

1975)

— El suero sanguíneo de mujeres con cáncer de maria

contiene anticuerpos que neutralizan al MMTV (Charnev y Moore

,

1971).

Las inmunoglobulinas del suero sanguíneo de mujer con

cáncer de mama reaccionan con antígenos presentes en las

células de ratón en las que se multiplica el MiMTV, como se

registra por inmunofluorescencia indirecta (Múller, Haaeman y

Daams, 1972; Múller y 1, 1973; Prioiri y £21. 1973) y con el

método de la inmunoperoxidasa al microscopio electrónico

(Hoshino y Dmochowski, 1973).

Newcsard, Cardiff y Blair (1976) han sembrado la duda de

que pudiera tratarse de reacciones inespecíficas.

Litinov y Golovkina (1989) señalaron que las líneas

celulares MCF—7 y T47—D expresan un antígeno relacionado

inmunológicamente con una gp52, uno de los productos

codificados por el gen g~g del MMI?’!. No todas las células lo

expresan, incluso en poblaciones clonales de ellas. Las células

MDA—231y las células epiteliales de la leche de mujeres sanas
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no tienen antígenos similares a los del gag del MMTV. En las

células normales de la mama hay p27, otra proteína del MMI?’!. No

obstante, existen genes víricos no expresados, incluyendo el

gen ~

El ADN del carcinoma de maria humano contiene con

frecuencia secuencias homólogas a los de la región gag—gol del

MMTV. En el 6% de los casos existen también secuencias

homólogas de la región LTR del MMTV, de las que hay unas cinco

copias (Westlev y fr~,y, 1985).

Los linfocitos de un ganglio axilar con metástasis en una

enferma con carcinoma ductal infiltrante de mama se fusionó con

una línea de células linfoblastoides humana y se aislaron nueve

líneas de hibridomas. Las células tumorales de la paciente

tenían antígenos que daban reacción cruzada con los antígenos

del MMTV (Schoenfeld y col, 1987). El suero de la paciente y

los anticuerpos monoclonales de sus hibridomas reaccionaron con

antígenos del MMTV y pueden servir precisamente para su

reconocimiento.

Major y col (1987) consiguieron diez anticierpos

nonoclonales de ratón que reaccionan con antígenos que expresan

las células del carcinoma mamario en gran cantidad en el

citoplasma y en la superficie celular y en pequeñacantidad en

la superficie de células normales de la glándula mamaria.

Los diez anticuerpos monoclonales reconocen seis

epitopos. Ocho de los diez reconocen una proteína de 300.000

Da. Seis de diez reaccionan con una proteína de 280.000 Da.
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Siete de diez reconocen a un antígeno de 330.000 Da de la

membrana de los glóbulos grasos de la leche de tejido normal.

No todos los tumores tienen cantidades aumentadas de los

antígenos en cuestión; 80% de los tumores reaccionan con tres

de los anticuerpos y porcentajes menores con otros tres. Muchas

células de las metástasis contienen los mismos antígenos.

Dion y £21 (1987) analizaron las proteínas estructurales

gp55, gp34, p28, p18 y pl2 del MMTVde la leche de ratones de

la cepa RDDI, registrando que solamente la píE 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

unos a la luz de otros.

Primera serie de observaciones. Sueros tóxicc’s y no

tóxicos.- Posibilidad de distinguir sueros sanguíntns de

pacientes con carcinoma de mama con acción tóxica sobre las

células de adenocarcinoma mamario murino MMT, o SHu CaMa(+), y

sueros sanguíneos sin tal carácter serotóxico o SHu CaMa(—).

Demostración por:

a) degeneración y muerte de las células MMI?,

b) existencia de antígenos de MMT que reaccionan

con anticuerpos del SH CaMa(+), demostrados por

hemadsorción con hematíes cubiertos de
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inmunoglobulinas de conejo contra

inmunoglobulinas humanas, inmunofluorescencia,

absorciones, elisión e inmunodifusión.

Segunda serie de observaciones. Efecto de las

inmunoglobulinas de los sueros sanguíneos humanos tóxicos, SHu

CaMa(+). - Registro de que las inmunoglobulinas del SHu CaMa(±)

tienen diferente acción aisladamente o cuando están en el

suero.

Demostración por:

a) producción de zeiosis con recuperación celular,

b) propiedades de las células MMT post-zeióticas

precoces y tardías

Tercera serie de observaciones.— Sueros diferenciadores y

no diferenciadores.— Posibilidad de distinguir sueros

sanguíneos de pacientes con carcinoma de mama que inducen la

diferenciación glandular mamaria en las células MMI?, y sueros

sanguíneos sin actividad diferenciadora.

Demostración por:

a) manifestaciones de diferenciación

seudoglandular,

b) caracterización de los factores de

diferenciación glandular mamaria (FDGM).

Cuarta serie de observaciones.— Efectos de los linfocitos

inmunizados. —

a) características 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

inmunológicas cruzadas entre el carcinoma ductal infiltrante de

maria humano y el adenocarcinoma de maria murino.—

Demostración por:

a) reacciones entre anticuerpos de pacientes y

antígenos de células MMT, (toxicidad,

inmunofluorescencia),

b) inhibición de las reacciones toxicidad,

inmunofluorescencia) absorbiendo con células

MMT, membranas de las mismas, formaciones en

huella digital o MMI?’!,

c) formación de inmunocomplejos híbridos,

V.H.1. SUEROS TOXICOS Y NO TOXICOS

Los sueros sanguíneos humanos procedentes de pacient3s con

cáncer de mamapueden dividirse, en función de su serotoxicidad

sobre las células MMI?, en sueros citotóxicos y sueros no

citotóxicos, abreviados SHu CaMa(+) y SHu CaMa(-),

respectivamente.

Dichos efectos se distribuyen de la siguiente manera. El

suero sanguíneo del 57,9 % de las enfermas con carcinoma
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mamario presenta acciones tóxicas sobre las células MMT, en

tanto que el suero sanguíneo del 42,1 % de las pacientes no

manifiesta dicho efecto.

Mediante inmunofluorescencia se pudo observar que los

factores serotóxicos son anticuemos humanos que reaccionan con

antígenos de las células MMI?. Es decir, que existen reacciones

inmunológicas cruzadas entre las células cancerosashumanas y

murinas

.

El efecto serotóxico sobre las células MMT no lo presentan

los sueros sanguíneos de las mujeres sanas no embarazadas ni

los sueros de mujeres embarazadas.

El efecto serotóxico es comolemento—denendiente,ya que

desaparece tras la inactivación a 56” 0 durante 30 minutos.

Ello demuestra también que el factor serotóxico es

termoestable, ya que no se destruye a dicha temperatura.

Se trata pues de una reacción humoral cruzada de

anticuemos termoestables deDendientes del comulemento

.

Fue una sorpresa encontrar que el suero sanguíneo de los

ratones inmunizados con células MMI?, que es necesario para que

los linfocitos de ratón ejerzan su actividad citotóxica, no es

tóxico por sí mismo para las células MMT, o sea, que el suero

de los ratones inmunizados que han rechazadoen su organismo un

tumor nor inoculación de células MMT no es serotóxico

.

Pero no solamente esto, sino que, además el suero de

ratones inmunizados urotece a las células Mt4T de la

citotoxicidad mostrada Dor los sueros humanostóxicos

.
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Por consiguiente: a) El suero sanguíneo de algunas

pacientes con carcinoma mamario es citotóxico para las células

MMT de carcinoma mamario murino. b) Contrariamente, el suero

sanguíneo de los ratones inmunizados con células MMT, no es

citotóxico para las células MMI?. c) Pero el suero no citotóxico

de los ratones inmunizados inhibe la acción citotóxica del

suero de las pacientes sobre las células MMT. Estos hechos

podrían interpretarse como una comnetencia entre los

anticuemos no citotóxicos de los ratones y los anticuemos

citotóxicos de las nacientes nor los mismos determinantes

antigénicos o enitopos de las células MMT. Cuando los

anticuerpos murinos no tóxicos se fijan a la célula bloquean la

unión de los anticuerpos humanos tóxicos.

Cuando se observó el efecto de las inmunoglobulinas puras

obtenidas de sueros tóxicos y se comparó su acción con la de

los sueros tóxicos enteros, se registraron variaciones de la

actividad tóxica.

Las células MMI? se incubaron con sueros de mujeres sanas,

sueros de pacientes con cáncer de mama y suero normal

suplementadocon inmunoglobulinas aisladas de sueros tóxicos de

enfermas con cáncer de maria. Las inmunoglobulinas se añadieron

a una concentración equivalente a la existente en el suero.

Se observó que el suero normal suplementado con

inmunoalobulinas de suero tóxico producía cambios morfológicos

evidentes en las células MMI?, con liberación de múltiples

fraamentos zeióticos sin signos degeneración celular. seguida
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de una recuperación celular total

.

Pensamosque si el suero entero es tóxico para las células

MMI?, y por inmunofluorescencia habíamos demostrado que se

trataba de inmunoglobulinas, en tanto que las inmunoglobulinas

obtenidas del suero tóxico no son citotóxicas, la acción lítica

de las inmunoglobulinas sobre las células cancerosas necesita

de un factor activador presente en el suero. Alternativamente,

podría tratase a una concentración insuficiente de complemento.

Cuandose añadieron inmunoglobulinas aisladas del suero de

mujeres sanas, embarazadas o no embarazadas, no se produjo

ningún efecto.

I?ampoco se produjo zeiosis cuando se expusieron células

embrionarias normales (control) a los sueros suplementadoscon

inmunoglobulinas purificadas a partir de sueros tóxicos.

tos experimentos realizados mostraron que los fraamentos

zeióticos liberados contenían inmunocomníelos, o sea,

inmunoglobulinas combinadas con antígenos. Aislamos

anticuerpos de las vesículas zeióticas y de las células anteras

mediante tratamiento ácido con buffer de glicina—HCl a pH 2,8.

V.B. 2. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACTON DE LAS INMUNOGLOBULINAS

REACTIVAS

Como hemos mencionado, tuvimos importantes dificultades

técnicas para conseguir que el tratamiento con el buffer de

glicina—HCl no produjese la muerte de las células:
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Observamosque la elución de inmunoglobulinas de células

vivas empleando el medio habitual de glicina ácida en

soluciones salinas isotónicas oroducia una muerte rápida y

total de las células. Esto era un obstáculo que impedía

utilizar las células después de la separación de las

inmunoglobulinas de la superficie. En la literatura científica

es relativamente frecuente ver publicados resultados de

exoerimentos en sistemas semejantes, que no reconocieron la

muerte celular, por lo cual deben auedar sistemáticamente

invalidados

.

Cuando intentabamos restablecer el pH neutro nos

encontrabamosque no era posible, dada la rapidez con que se

producía la muerte celular.

Buscando un procedimiento que conservara la viabilidad

celular, estudiamos el efecto de modificar la tonicidad del

buffer ácido empleandodistintas concentraciones de sacarosa.

Encontramos que a los 9 minutos de tratamiento no

sobrevive ninguna célula en presencia de glicina en salución

salina isotónica o de glicina en sacarosa 0,27 M; la

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 exposición de 9 a 14

minutos (tabla VIII), alcanzó el 90 % para una exposición de 7

minutos, empleando sacarosa 1,49, hipertónica (tabla IX). Los

mejores resultados se obtuvieron, por lo tanto, con buffer de

glicina-HC1 a pH 2,4 preparado con solución hipertónica de
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sacarosa 1,49 M.

En suma, el aumento de la tonicidad del medio ocasionado

por el incremento en la molaridad de la sacarosano modificó la

eficiencia de la elución de inmunoglobulinas de la membrana

plasmática, a la vez que Dermitió disponer de una elevada

proporción de células viables

.

Cuando las células tratadas con el buffer ácido a pH 2,4

en sacarosa 1,49 M eran neutralizadas a pH 7,0, lavadas con

solución salina fosfatada de Dulbecco y cultivadas en el medio

de crecimiento habitual, mostraron una viabilidad a largo plazo

y una curva de crecimiento normales (figura 23’)

.

Las células MMT tratadas a pH ácido con sacarosa, después

de subcultivarlos, presentan la misma sensibilidad y respuesta,

a los distintos sueros, que las células ?O4T nativas.

Para estudiar la participación de las inmunoglobulinas en

el efecto citotóxico, analizamos su fijación a la membrana

celular. Se incubaron células MMI? con suero tóxico de enfermas

con cáncer de riama; antes de que la degeneración celular se

produjese, las células se lavaron con solución salina

amortiguada con fosfatos de Dulbecco (PBS) y las

inmunoglobulinas fijadas a la membranacelular fueron eluidas

con glicina—Mal a pH 2,4 en sacarosa.

Mediante inmunodifusión radial cuantitativa se conf irmó la

presencia de inmunoglobulinas en el material eluido. Para

realizar la prueba, el eluato se concentró previamente cien

veces mediante un microconcentrador Minicon B—15. Se utilizaron
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4,7 gg de inmunoglobulinas. La inmunoelectroforesis mostró la

presencia de Igo únicamente, y la ausencia de IgA, IgD e IgM.

No obstante, el producto eluido contenía otras proteínas,

ademásde las inmunoglobulinas.

La cantidad total de proteinas eluidas se valoraron

espectrofotométricamenteaplicando la fórmula (E
2i5nm~E~~7n~) x 144

x factor de dilución = ¡ig/ml de proteínas en la solución

original.

La cantidad de proteínas eluidas fue de 1,7 gg/10
6 células

en las muestras tratadas con el buffer de glicina—HCl a pH 2,4

en sacarosa 0,27 M, y 2,3 gg/106 células cuando se utilizó

buffer de glicina—HCl a pH 2,4 en sacarosa 1,49 M

(hipertónica).

Ahora bien, cuando se midió espectrométricamente la

relación ~ se obtuvieron valores entre 1,21 y 1,47, en

vez de los valores 2,4 a 2,8 que son propios de las

inmunoglobulinas puras. Esto se debe evidentemente a la

presencia de proteínas de la membranadonde existen proteínas

reactivas.

Las inmunoglobulinas purificadas a partir dc los

fragmentos zeióticos o de las células MMI? enteras ensayadas

sobre células MMI?, repetían el efecto descrito para los SHu

caMa(+) inactivados y para las 10 purificadas obtenidas de los

mismos: producciendo vesículas zeióticas sin acción lítica

sobre las células cancerosas.

En el suero de las pacientes y en el de los ratones con
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cáncer de mama existen también inmunocomplejos circulantes.

Empleando una técnica de nuestro laboratorio (Castellanos y

£21, 1985), determinamos la cantidad de inmunocomplejos

circulantes en las fases clínicas iniciales y avanzadas del

carcinoma ductal infiltrante de mama. En el cáncer inicial se

encontraron 1,1 gg equivalentes de inmunoglobulina humana

agrega y en los estadios avanzados 9,3 gg.

En el grupo de mujeres sanas utilizadas como control, la

cantidad de inmunocomplejos fue de 1,14 ±0,72 gg equivalentes

de inmunoglobulina humana agregada.

La evolución del cáncer de mama se correlacionó con la

cantidad de innunocomplejos circulantes (tabla XII)

.

V.B.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE DIFERENCIACION GLANDIJtAR

MAMARIA

Por su efecto sobre la evolución de los cu]tivos de

células MMI? “in vitro”, se pueden distinguir dos tipos de

sueros sanguíneos en las pacientes con cáncer de mama: sueros

con efecto de diferenciación alandular mamaria y sueros sin

efecto de diferenciacion

.

Esta observación se complementacon otras dos: la primera,

los sueros de ternera adulta recién nacida, bovino fetal o

caballo no manifiestan efecto de diferenciación glandular

mamaria sobre las células MMI? de ratón; la segunda, que los

sueros de mujeres sanas no embarazadas producen efecto
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diferenciador en menor número y con menor intensidad que los

sueros de las mujeres embarazadasno estudiamos la posible

correlación de la situación hormonal de la mujeres no

embarazadasen relación con el ciclo menstrual.

Los sueros de las embarazadas produjeron marcada

diferenciación en todos los casos.

Las pacientes cuyos sueros no exhibieron toxicidad sobre

las células MMI? presentaron efecto diferenciador en el 75 % de

los casos.

Las pacientes cuyos sueros exhibieron toxicidad no pueden

valorarse en las mismas condiciones, ya que el efecto

diferenciador hubo de ensayarsetras la inactivación de estos

sueros y en estas condiciones presentaron efecto diferenciador

el 27,3 %.

Como se dijo, la diferenciación se reconoció por el

agrupamiento seudotisular de casquetes esféricos que

histoquimicamente, con colorante SudánIII, mostrabanabundante

contenido lipídico.

Registramos que cuando se calentaba el suero a 560 C

durante 30 minutos el efecto de diferenciación no era inbibido

y que, por lo tanto, se trataba de un factor termoestable

.

A la vez, la destrucción térmica del complemento en el

suero no impedía la acción del efecto de diferenciación, lo que

indicó que se trataba de un factor de diferenciación alandular

mamaria (FDGM), independiente del comníemento

.

El fraccionamiento y concentración de las moléculas del
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suero en función de su peso molecular utilizando membranasde

diferente diámetro de poro, permitió demostrar que el factor (o

factores) de diferenciación glandular mamaria (FDGM) tenía un

peso molecular superior a 50.000 Dalton.

Este hecho eliminaba la posibilidad de que tuviera

relación con factores de crecimiento, que son polipéptidos

pequeños, o con poliaminas.

Se recogieron los agregados pseudoglandulares, que se

comienzan a desprender a los 6 días de cultivo; se consigue un

buen desprendimiento agitando un cultivo de 7 días. Se

centrifugaron suavemente a 100 x O durante 5 minutos, se

desperdigaron las células por tripsinización y se sembraronen

frascos con medio de crecimiento normal, produciéndosecultivos

en monocapanormales.

Estas células responden a los sueros y a las fracciones

con FDGM con mayor sensibilidad que las células MMT originales.

La adición de la fracción con FDOM reproducía et efecto

diferenciador, produciendo 8 veces mas agregados. O sea, que se

trata de un proceso fenotípico aue requiere presencia continua

de FDOM. cero no se mantiene genéticamente en las células

.

Como se dijo anteriormente, a la misma concentración de un

suero determinado, la cantidad de agregadospseudoglandulares

que se formaron fue unas diez veces mayor incubando el cultivo

a 32” C en vez de a los 37” C habituales. El númerode agregados

era mayor, pero más pequeños y de desarrollo más lento. Sin

embargo, cuando el cultivo se pasaba a 37” C una vez que había
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comenzado el fenómeno de diferenciación a 320 C, se conservaba

el mayor número de agregados pseudoglandulares, aumentando su

ritmo de crecimiento.

Estos experimentosmuestraque las condiciones metabólicas

que reducen la proliferación celular aumentanla diferenciación

y, contrariamente, en las mismas células, en condiciones de

proliferación óptima, disminuyen los procesos de

diferenciación. En el sistema ensayado por nosotros se trataba

de un proceso reversible.

Cuando el medio de cultivo se suplementa con la fracción

sérica que contiene las moléculas > ~o KDa (FDGM), se observa

que estimula a las células MMI? a liberar un factor celular de

carácter termolábil, que promueve la diferenciación con mayor

eficacia cuando las células se mantienen a 320 C que cuando se

incuban a 370 ~•

Resulta difícil dar una interpretación fisiológica al

aumento de diferenciación celular a los 320 a.

La notable disminución de procesos de inducción de

diferenciación celular mamaria por parte de los sueros de

mujeres con carcinoma ductal infiltrante que manifiestan

efectos tóxicos, deja tres posibilidades:

a) Que en la mayor parte de los SHu CaMa(±) no exista

factor diferenciador glandular mamario.

b) Que en los sueros tóxicos existe un factor inhibidor

del FDGM.

c) Que en los sueros de las enfermas con cáncer de mama
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coexisten anticuerpos tóxicos y factores diferenciadores, pero

que el efecto dependede la proporción relativa de ellos, así

como de la cantidad de inmunocomplejos.

ch) Que la inactivación de estos sueros lleve aparejada la

destrucción de factores séricos termolabiles asociados

V.B.4. INMUNIDAD CELULAR

En cuanto a la inmunidad celular, los linfocitos de

ratones que han rechazado el tumor tras inoculación de células

MMT fueron citotóxicos en presencia de suero autólogo nativo,

no inactivado. La reacción aumentó tras la elución de

inmunoglobulinas de la superficie de las células MMT por

tratamiento ácido.

Es decir, que:

a) Nos encontramos en presencia de una reacción mediada

por células que es complemento—dependiente y anticuerpo

—

dependiente, abreviada en la literatura inglesa con el acrónimo

C’DADCMC (por “complement-dependent antibody—dependent celí—

mediated cytotoxícity”).

b) El enlace de los anticuerpos a los antígenos de la

membrana plasmática disminuye la eficiencia de la reacción

inmunológica citomediada

.

c) Esta reacción de linfotoxicidad podría estar inducida

por antígenos del complejo principal de histocompatibilidad y

por antígenos tumor—asociados.
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V.B.5. REACCIONES HUMORALES Y CELULARES CRUZADAS ENTRE LOS

CARCINOMAS MAMARIOS HUMANO Y MURINO

Según lo indicado anteriormente, hemos observado que los

ratones que son inoculados con células MMI?, han desarrollado

tumor y lo han eliminado espontáneamenteposeen linfocitos con

acción citotóxica mediada nor anticuerpos complemento

—

dependientes

.

Estos anticuerpos, que son necesarios para el efecto

linfotóxico, carecen por si mismos de actividad tóxica

(serotoxicidad negativa) sobre las células MMI?.

Sin embargo, los anticuerpos de los animales que han

rechazado el tumor pero carecen de toxicidad individual,

inhiben la acción tóxica manifestada por el suero sanguíneo

humano sobre las células MMI?

.

Evidentemente, se trata de un fenómeno cruzado, por el

cual los anticuerpos no citotóxicos del ratón compiten

eficazmente con los anticuerpos citotóxicos humanos nor los

mismos epitonos de los antígenos existentes en la membrana

plasmática de las células MMI?

.

Los linfocitos humanosde pacientes con carcinoma mamario

se unen a determinadas regiones de la membrana plasmática de

las células MMT. Este fenómeno es evidente en los estudios

cinefotomicrográficos de intervalos en contraste de fases. Sin

embargo probablemente, no actúan como linfotóxicos porque no

reconocen la región Fc de los anticuerpos del suero de ratón
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que intervienen como mediadores de la reacción complemento—

dependiente en el caso de los linfocitos del ratón.

Otra de las observaciones fue que sueros de pacientes con

carcinoma ductal infiltrante de mama que no tienen acción

tóxica sobre las células MMI?, contienen un factor capaz de

inducir un fenotipo compatible con diferenciación glandular

mamaria.

Los estudios hechos en torno a todos estos problemas se

discuten e interpretan a continuación y los datos se reúnen en

una visión de conjunto en las figuras 61.A a 61.D, como se irá

indicando.

a) Serotoxicidad (figura 61.A)

.

Los estudios de serotoxicidad revelan los hechos

siguientes.

a.l) La absorción de los sueros sanguíneos humanos con

células MMI?, membranaplasmática de células MMI? o suspensiónde

MI-iT’! elimina el efecto de los sueros humanos con actividad

serotóxica.

a.2) El empleo de suero humano que es tóxico en estado

nativo, pierde la serotoxicidad cuando el complemento es

inactivado por calentamiento a 56” 0 durante 30 minutos.

a.3) Es decir, que:

a.3.l) El suero sanguíneo humano es tóxico para las

células MMI? porque tiene anticuerpos que reaccionan

cruzadamentecon los antígenos murinos de las células MMI?.

a.3.2) La reacción es complemento—dependiente.
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Figura 61 A

Serotoxicidad (¡0)0

+ MMT —* TOX (+)

SHu CaMa absorción con MMT o membranas — TOX (-)

obsoróon con MM1V —* TOX (-)

El etecto tóxico del SHu CoMa (+) revela que existen AcHu que reaccionan con AgMu
de células MMT. Por lo tonto, existen reacciones cruzadas entre AgHu. AgMu y MMIV.

SHu GaMa(#) — inactivación a 56~C.30 mm —p. TOX (O

Esto revela que el efecto es complemento-dependiente.
(Los experimentos control se mencionan en el texto.)

II. Inmunofluorescencia (FLUOR):

+ MMT —* FLUOR (O

SHu GoMa (‘-) <. + absorción con MMT o membranas —>- FLUOR (O

+ absorción con MMIV—. FLUOR (<

Estos experimentos demuestran una reacción entre AcHuy AgMu y en parte con MMIV.
Se trato de uno reacción cruzada entre Ag de MMIV y AgMu viro-informados y
viro-inducidos presentes en células MMTy AgHu homólogos.
(Los experimentos control se mencionan en el texto)

REACCIONES INMUNOLOGIQAS HUMORALES Y CELULARES CRUZADAS EN EL CARCINOMA
DE LA GLANDULA MAMARLA HUMANA Y MURINA (1/5)
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III. Efecio de los inmunoglobulinas Og) purificados:

Ig SHu CoMo (+)—>- MMT

Ir

Ñ
lg ZEIOTICAS MMT—* MMT

TOX(-)

ZEIOSIS (-+-)

TOX (-)

ZEIOSIS (+)

TOX (-)
Ig MEMB MMT (elisión ácido) —~ MMT

ZE 10315 (+)

Ig SHu CaMa (O
+ SHu sanos no inactivado (llevo C)—. MMT

MMT con Ig —> elisión ácida —>- SHu GaMa (+)
en MEMB de las g

TOX (O a veces

ZEIOSIS (+)
con mayor frecuencio— recuperación

celular

TOX (-) inmediata

>4 TOX (+) tardía

Estas experimentos muestran que o pesor de que el SHu CaMa (+) es tóxico, los Ig
puriticadas o partir del mismo no son tóxicas sino que provocan uno zelosis, Las
vesículas zelóticas desprendidos contienen IC hibridos (AgMu-AcHu) y los c&’ los se
acaban recuperando. Es uno de los fenómenos de inmunomoduiación y uno de los
mecanismos de escape de las células cancerosas, Se produce cuando los antígenos
son escasos y los anticuerpos abundantes. En cambio. los vesiculas zeióticas arrostran
antígenos capaces de reaccionar con anticuerpos libres.
Lo aparición de fenómenos tóxicos cuando a las lg SHu CoMo (+) de mujeres sanas sin
inocthvación térmico, se debe o la presencia de complemento, que es necesario poro
la acción de las Ig. El que se conserve en muchos casos la zeiosis y no aumenten los
cosos de toxicidad se puede deber o que el SHu CoMo (+) nativo no inactivaoo
conten~a, además de complemento, algún factor ody~t~ante.
Las lg toxicas se pueden elidir por tratamiento ácido de las células MMT intactas, de sus
membranas purificadas y de os vesículas zelóticas,
(Los experimentos control se mencionan en el texto,)

Figura 61 E
REACCIONES INMUNOLÓGIQAS HUMORALES Y CELULARES CRUZADAS EN EL CARCINOMA

DE LA GLANDULA MAMA~A HUMANA Y MURINA (2/5)
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IV. Sueros no tóxicos con efecto de diferenciación glandular mamario:

TOX (-)

SHu CoMo (-)—-—-* MMT 4 ZEIOSIS (O

>4 FDOM (+)
lm%

FRACCIÓN PM >50 kDo

no se inactivo a 56~G. 30 mm.

TOX O

Ig SHu CoMa (-) —~ MMT ZEIOSIS ()
NL EDSM ()

SHu sana—* MME —* FDGM (+) 10% —*- no se inactivo
o 5tÉC, 30 mm.

SHu embarazada -~-—.—> MMT -——--—* FDGM (4-) 1W%~~~ no se inactivo
a 5ó~G, 30 mm.

A lo iuz de los resultados obtenidos se puede observar que el SHu CoMo (-) contiene un
factor de diferenciación glandular mamario (FDGM), que es una proteína> 50 kDo y con
acción independiente del complemento (ya que es termoestabley persisle utilizando
suero inactivada térmicamente).
El FDCM existe en el suero de todas las embarazadas y en el 10% de os mujeres sanos no
embarazados.
Su presencia en un grupo de enfermas de cáncer de moma revela una derrepresión
extemporánea de células que tienen todavía capacidad de diferenciación. Su existencia
en los embarazadas está de acuerdo con su estado poro preparar la glándula mamario
poro la lactancia. Su presencio en un pequeño porcentaje de mujeres sanas no
embarazadas se relaciono posiblemente con una situación hormonal particular
(Las experimentos control se mencionan en el texto.)

Figura 61 C

REACCIONES INMUNOLOGI~AS HUMORALES Y CELULARES CRUZADAS EN EL CARCINOMA
DE LA GLANDULA MAMARIA HUMANA Y MURINA (3/5)
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V, Toxicidad de los linfocitos de los ratones inmunZados

-4
+ MMT nativos

SMu de ratón

.4 sano isólogo

SMu aut&ogo

SMu autólogo
absorbido con

ALiNkDTOX (-)

LINFOTOX (4-) B

MMT —* LiNFOTOX (-) C
(1)

SMu autólogo
absorbido con

SMu autólogo
inactivado a 56~C,

MM1V —*- LINFOTOX (O

30’ ——-—* LINFOTOX (-)

GH

D

+ SHu CaMa (4-)

inactivado (4)

SMu autólogo

* LiNFOTOX (-)

*- LINFOTOX (4)
(2)

1 MMT eluidos + SMu autólogo * LiNFOTOX (+)
(3)

(1) Existe una reacción de citotoxicidad citomediada dependiente de la presencio de
complemento y de Ac (C’DADCMC). La necesidad de Ac específicos se deduce de las
diferencias entre el experimento A, en el que no existen Ac específicos, el experimento B,- n el
que existen Ac y el experimento C, en el que los Ac específicos han sido absorbidos, El
experimento D muestra el carácter complemento-dependiente de la reacción.

(2) Los AcHu unidos a los AgMu impiden la actividad de los lonfocitos murinos sensibitzados,
Pueden estar implicados otros factores séricos.

(3) Reacción CDADCMC muy intensa. Los IC AgMu-AcMu fijados a la membrana plasmática
bloquean la efectividad de las células T citotóxicas.

(4) Para evitar el efecto tóxico, que es compiemento-dependiente.

Figura 61 CH

Linfocitos
sensibi~zaÓos

de ratón

Reacciones inmunológicas humorales y celubres cruzadas en el carcinoma de lo glándula
mamaria humana y murina (4/5)
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Figura 61 D

REACCIONES INMUNOLÓGIQAS HUMORALES Y CELULARES CRUZADAS EN EL CARCINOMA

DE LA GLANDULA MAMARIA HUMANA Y MURINA (5/5)

Abreviaturas de las figuras 61 A a61 D

TOX = serotoxicidad, positiva (4-) o negativa (-)

MMT= células de odenocarcinoma murino de lo línea MMI ‘in vitro~
SHu = suero sanguínea humano
SHu GaMa = suero de enfermas con carcinoma ductal intiltrante de mamo: con efectos tóxicos
sobre células MMI (4-), o carente de efectos tóxicos (-)
MM1V = virus de los tumores mamarios murinos
FLUOR = inmunafiuorescencia, positiva 0*) o negativa (-)
Ag = antígenos
AgMu = antígenos murinos
Ig = inmunoglobulinas
Ig SHu CaMa (4-) = inmuno~Iobuiinas del suero tóxico de enfermas con cáncer de mamo
MEMB = membrana plasmatica purificada de células MMT
G = complemento
FDGM = factor de diferenciación glandular mamaria, presente (+) o ausente (-)
SMu = suero sanguíneo de ratón
LINFOTOX = linfotoxicidad. positiva (+) o negativa (-)

Ac = anticuerpo
IC = inmunacomplejos

VI, Suero de ratones inmunwdos

SMu de animal inmunizado i-MMT—-—----——-p- NEGATIVO (-) (1)

+ MMI --—----~- POSITIvO (-4-) (2)

SHu CaMa (+<

>4 + SMu de animal —* + MMT—* NEGATIVO (4) (3)

inmunizado

(1) Los AcMu no son lóxicos poro los células MMI, pero son necesarios poro o

C’DADCMC (sistema autólogo).

(2) Los AcHu son tóxicos para las células MMI (reacción cruzada en sistema xenogénico).

(3) Los AcMu no tóxicos inhiben a los AcHu tóxicos. Ambos tipas de Ac compiten parlas
mismos determinantes ontigénicos de los AgMu.
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a.3.3) La membranaplasmática de las células MMI? y de

la cubierta del MMI?’! tienen antígenos homólogos.

b) Inmunofluorescencia

En cuanto los estudios de inmunofluorescencia se encuentra

que:

b.l.) La inmunofluorescencia del suero sanguíneo, que

presenta las enfermascon cáncer de maria sobre las células MMT,

desaparece cuando los sueros son absorbidos previamente con

células MMI? o membranasplasmáticas de las mismas.

b.2.) La inmunofluorescencia también es absorbida, y con

mayor eficacia, cuando se utilizan membranasde adenocarcinoma

mamario espontáneode ratones C3H. En cambio, prácticamente no

se absorbe con membranasde células normales.

b3..) La inmunofluorescencia del suero humano disminuye

sin desaparecercuando es absorbido con MMI?’! purificado. Esto

se puede interpretar por la existencia de una reacción cruzada

entre alaunos determinantes antigénicos de la membrana

plasmática de las células MMI? y alaunos enitonos de la cubierta

del MMI?’

!

c) Inmunoglobulinas

Del estudio de las inmunoglobulinas Durificadas se deducen

las siguientes conclusiones:

c.l) El efecto serotóxico del suero humano tóxico no es

producido oor las inmunoglobulinas Durificadas a partir del

mismo suero tóxico. En ausenciade 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 antígeno murino—anticuerpo—humano que arrastran

pequeñas porciones de citoplasma. Como se mencionó en

“Resultados”, las células sufren cambios morfológicos más o

menos aparatosos cuando se ven por cienfotomicrografía de

intervalos. Al final, las células se recuperan y reinician su

crecimiento normal -

Diversos estudios han demostrado que este fenómeno se

observa cuando los antígenosson escasosy las inmunoglobulinas

abundantes o cuando habiendo una expresión antigénica

suficiente en la membrana, la reacción es incompleta, como en

el caso de falta de complementoo bloqueo de epitopos. En estas

condiciones, las células neoplásicas pueden recuperarse.

c.2) El suero humano normal no inactivado (por lo tanto

con complemento), mezclado con inmunoglobulinas de suero humano

tóxico de enfermas de carcinoma mamario es tóxico para las

células MMI?.

Pero las células MMI? pueden evadir esta toxicidad. La

cinefotomicrografía de intervalos en contraste de fases muestra

que se produce zeiosis, o sea, fragmentos de merrbrana

plasmática y citoplasma que contienen inmunocomplejos híbridos

(antígeno muríno—anticuerpo humano).

Experimentos de diversos autores han demostrado que uno de

los procesos de inmunomodulación se debe a liberación de

antígenos de membrana con liberación de TAA que se unen a los

linfocitos y a los anticuerpos circulantes impidiendo que
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lleguen a las células cancerosas. Este mecanismode escapedel

tumor al ataque inmunológico se ha observado en el cáncer

mamario ascítico I?A3/Ha inurino (Nowotnv y £91, 1974), sublinea

de cáncer mamario que suelta gran cantidad de TAA solubles de

la membrana plasmática, a la vez que pierde muchos antígenos

del sistema H—2, por lo que se ha vuelto inmunorresistente.

Pensamosque la inmunomodulación debida a liberación de

TAA solubles y formación de inmunocomplejos se produce en gran

parte a nivel de la propia membranacelular, y la liberación de

vesículas zeióticas que hemos registrado

cinefotomicrográficamente corresponde a la expresión

morfológica del fenómeno.

c.3) El efecto del suero tóxico es bloqueado añadiendo

inmunoglobulinas obtenidas de vesículas zeióticas de células

MMI? o inmunoglobulinas elididas a pH ácido de las membranasde

células MMI? preincubadas con ig de suero tóxico.

Este hechose puede interpretar pensandoque las “esículas

zeióticas que han sido liberadas por el tratamiento ácido

arrastran antígenos en cantidad suficiente para inhibíer la

acción de los anticuerpos libres que aún no hubiesen

reaccionado con las células en las condiciones de nuestros

experimentos.

a.4) En las células MMI? sometidas a una elución ácida,

para separar las inmunoglobulinas humanas unidas a los

antígenos de membrana murinos, la adición de SHu CaMa(+) no

produce efecto tóxico en las células si se exponen
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inmediatamente despuésdel tratamiento ácido, observándoseen

cambio, cuando las células se exponene 24 horas después.

c.5) I?ampoco hay toxicidad en los sistemas control:

combinaciones diversas sobre células de embrión de ratón

normales, o en la mezcla de suero humano e innunoglobulinas de

mujeres sanas, sea sobre células normales o MMI?.

ch) Diferenciación glandular mamaria (figura 61.C)

.

Por lo que respecta al análisis de los sueros humanosdel

grupo de enfermas con cáncer de mama que en lugar de efecto

tóxico muestra la existencia de factores de diferenciación

glandular mamaria (FDGM) se registraron los siguientes datos:

ch.l) La mezcla de suero humanonormal e inmunoblogulinas

de los sueros humanos del grupo de enfermas de carcinoma

mamario que no producen toxicidad, SHu CaMa(—), sino efectos de

diferenciación celular mamaria, nunca manifiesta fenómenos

tóxicos sobre las células MMI?, ni producción de zeiosis

ch.2) El suero con FDGM induce la diferenciación

pseudoglandular en las células MMI?. Los factores inductures de

diferenciación celular mamariason proteínas y se encuentranen

la fracción de peso molecular mayor que 50.000 Da.

ch.3) El FDGM es termoestable, no siendo inactivado por el

tratamiento térmico a 56” e durante 30 minutos. Como en estas

condiciones se detruye el complemento, es evidente que la

actividad del PDGM es independiente del mismo.

ch.4) Los sueros sanguíneos de algunas mujeres normales

poseen FDGM, igualmente con acción complemento—independiente.
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Aunque el efecto inductor de diferenciación celular mamaria de

ciertos sueros normales llega a ser marcado, hay sueros de

pacientes con carcinoma mamariocon efectos diferenciadores más

intensos, que provocan la formación de mayor número de

agrupamientos pseudoglandulares bien desarrollados.

La producción de FDGM corresponde a la expresión de la

actividad de genesrelacionados con la función específica de la

glándula mamaria. Su aumentoen las mujeres embarazadasparece

una consecuencia lógica para la preparación de la maria

lactante. En las pacientes con cáncer de mama representan la

derrepresión anómala en células que no han perdido totalmente

la capacidad de diferenciación. En las mujeres con sueros

tóxicos no se producen por la represión de los genes

diferenciadores en células que tienden a la indiferenciación.

En las mujeres sanas no embarazadaslos genes de activación

glandular mamaria están normalmente reprimidos, aunque hay una

pequeña producción en algunos casos, posiblemente asnciada a

cambios hormonales.

d) I?oxicidad de los linfocitos de los ratones inmunizados

(figura 61.CH)

.

Examinando la citotoxicidad de los linfocitos para las

células MMI? se hicieron las siguientes observaciones.

d.l. Los linfocitos de ratón sensibilizados por los

antígenos MMI?, puestos en presencia de células MMI? producen un

efecto tóxico cuando los linfocitos se suspenden en suero
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sanguíneomurino autólogo.

d2) El efecto linfotóxico no se produce utilizando:

d.2.l) suero murino normal isólogo; d.2.2) suero murino

autólogo absorbido con células MMI? o con MMI?’!; o d.2.3) suero

inurino autólogo inactivado a 56 “ C durante 30 minutos.

d.3) Se trata por lo tanto de una reacción de

citotoxicidad citomediada dependiente de la presencia de

comníemento y de anticuerpos, C’DADCM. La necesidad de

anticuerpos específicos se deduce de la diferencia entre la

producción de linfotoxicidad en presencia de suero autólogo

nativo, que posee anticuerpos, y la ausencia de linfotoxicidad

en presencia de suero isólogo, que carece de anticuerpos anti—

MMI?, así como de suero autólogo absorbido con células MMI? o

MMI?’!, en el que los anticuerpos han sido eliminados.

dA) Los linfocitos sensibilizados de ratón suspendidosen

suero sanguíneohumanotóxico inactivado procedentede enfermas

con carcinoma mamario no manifiestan linfotoxicidad sobre las

células MMI?.

El fenómeno se puededeber a que los anticuerpos del suero

humano de las pacientes con cáncer de mama que se unen a los

antígenos murinos de las células MMI? bloqueen la actividad de

los linfocitos murinos sensibilizados, que no puedenacoplarse

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 MMI? muestra que el suero
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sanguíneode ratones inmunizados no es tóxico para las células

MMI?. Es decir, que en el sistema inmunológico autólogo, 105

anticuepos anti—MI4T no son tóxicos para las células MMI?,

aunque, como vimos, son necesarios para la C’DADCM e impiden,

por otra parte, que los sueros humanos tóxicos ejerzan sus

efectos cuando se añaden a células MMI? cultivadas en su

presencia.

Por lo tanto, también en este caso se puede pensar que

existen antígenos homólogos en las células cancerosasmamarias

humanas y murinas. En gran parte, se trataría de antígenos

celulares viro—inducidos, en el caso de las células murinas, el

resultado de la expresión de genes celulares homólogos del

virus murino MMI?’!, en el caso de las células humanas.

V.B.6. UTILIDAD POTENCIAL DE ALGUNOSPRODUCTOSDE LAS CELULAS

CANCEROSAS COMO MARCADORES TUMORALES O COMO INDICADORES

DE PRONOSTICO

Existen actualmente métodos para la caracterización de

secuencias de tipo vírico en las células humanas. Como se ha

mencionado, estudios de diversos autores indican que puede

tratarse de genes humanos homólogos de virogenes murinos que

puedentranscribir virus oncogénicosde tipo ARN, como el MMI?’!,

aunque en el caso de las células humanasno se comporten como

auténticos virogenes.

No obstante, no se puede perder de vista que en algunos
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casos de carcinoma mamario humano se ha encontrado

transcriptasa inversa e incluso partículas viricas, que podrían

proceder de la inducción, bajo ciertas condiciones, de

virogenes humanoshabitualmente defectivos.

Los genes humanos homólogos de los virogenes murinos

pueden proceder de un origen filogenético común, que en el caso

de los ratones dio lugar a un retrovirus oncogénico, no así en

el caso de los genes humanoscorrespondientes. No obstante, no

se puede descartar la posibilidad de que las células humanas

contengan virogenes defectivos, que sólo en determinadas

circunstancias puedentranscribir partículas víricas defectivas

y, rara vez, partículas víricas maduras o vegetativas.

Lo cierto es que la relación de algunos antígenos humanos

y murinos emparenteadoscon los antígenos del MMT’! revela que

el genomade las células cancerosasde glándula mamaria humana

contiene una región de ácido desoxirribonucleico complementario

del ARN del MMI?’!. Por experimentos realizados por otros grupos

se sabe que una de las regiones complementariases del tipo de

la secuencia LI?R, que es promotora de la actividad de algunos

oncogenescelulares.

Existen también antígenos tumor—asociados homólogos de

los carcinomas mamarios humanoy murino no emparentadoscon los

antígenos de las partículas del MMTV. Esto significa que en el

carcinoma mamario humano sin virus vegetativos existen

antígenos homólogos de los antígenos inducidos por el MMI?’! en

el carcinoma mamario murino.
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En el trabajo que presentamos, es de destacar el hecho de

que la cantidad de anticuerpos tóxicos para las células MMI?,

cuando existen, la inmunofluorescencia positiva, la absorción

de anticuerpos citotóxicos por el MMIV, la existencia de

linfotropismo hacia las células MMI? y la ausencia de

inmunocomplejos parecen relacionarse favorablemente con la

supervivencia de las nacientes 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 cáncer de mama y afectación ganglionar, fue de mal

pronóstico en la pequeñamuestra valorada en estos trabajos.

En nuestro estudio, al cabo de varios años, las únicas

pacientes con carcinoma mamario y afectación ganglionar que

sobreviven son las tres que tuvieron un título elevado de

anticuerpos anti—MMI? y anti-MMI?V y linfotropismo evidente sobre

las células MMI y no formaban inmunocomplejos.

En la literatura hemos encontrado algunos trabajos que

tiene cierta relación con el nuestro.

Chaitnik y col. (1987) estudiaron 91 casos de cán~er de

mama en estadio 1, hasta 14 años después de la mastectomía: la

supervivencia a los 10 años del 65 %, existiendo una ligera

tendencia a mejor supervivencia, pero de escasa significación,

cuando había infiltración linfocitaria perivenosa, infiltración

linfocitaria tumoral difusa o histiocitosis sinusal de los

ganglios linfáticos no invadidos. Tampoco hay grandes
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variaciones con el tipo histológico, diferenciación nuclear,

edad y raza con la situación medial o lateral. Uno de los

factores de más clara significación pronóstica es la existencia

tisular de un antígeno aue da reación cruzada con la

aliconroteina de 52 dalton <gpS2’> de la cubierta del MMI?’!. Este

antígeno no existe en todos los tumores mamarios ni tiene

relación con las reacciones inmunológicas del organismo.

Herberman (1979) estudió la inmunocompetencia celular y

la inmunidad mediada por células en varias pacientes con cáncer

de mama, observando que algunas de las mismas presentaban una

depresión de la respuesta linfoproliferativa frente a la FHA en

cultivo linfocitario mixto, imputable en algunos casos a las

células supresoras. Muchas pacientes con cáncer de mama

presentaban una inmunidad celular frente a extractos de tumores

autólogos y alogénicos, así como linfoproliferación e

inhibición de la migración leucocitaria. Cierto número de

mujeres presentaron reacción frente a antígenos asociados con

el MMI?’!. Algunos de los tests inmunológicos celulares

presentaron correlación con la evolución clínica y, por tanto,

podrían utilizarse en el manejo de las mujeres con cáncer de

mama.

Mediante la técnica de la ventana cutánea, Black y Leis

(1973) mostraron la existencia de reacciones inmunológicas

contra células de carcinoma mamario autólogo. Para la

realización 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. El

aumento de linfocitos basófilos y células mononucleares

corresponde a un pronóstico más favorable (Black y Leis, 1971).

La respuesta es mayor en las fases inciales que en las

avanzadas del desarrollo tumoral. La reacción positiva de la

ventana cutánea va acompañada de reacción linforreticular de

los ganglios axilares.

Black y col (1988) valoraron en 267 pacientes inmunidad

citomediada por medio de la ventana cutánea, observando la

respuesta de las células mononucleares sobre fragmentos de

tejido canceroso autólogo, con seguimiento periódico durante 10

años. En el momento de iniciar el estudio, ningún caso tenía

metástasis clínicas. La reactividad tiene significado

pronóstico respecto a la supervivencia a 5 años, ajustando

edad, histopatologia y estadio.

En los carcinomas poco diferenciados, la respuesta

correspondía a mayor supervivencia. En los carcinomas bien

diferenciados la evolución fue favorable tanto en los casDs que

respondían como en los que no respondían.

La reactividad depende de un antígeno de las células

cancerosas que es homólogo del antígeno gpSS del MMTVRIII y

son equivalentes en la ventana cutánea a la reacción

monocitaria frente a tejido canceroso autólogo y frente a

antígeno RIII-gp55.
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Según estos autores, el pronóstico del cáncer de mama

puede hacerseen función de su grado de diferenciación nuclear

y de la respuesta del organismo a tejido canceroso autólogo o

a RTII-gpSS en la pruebade la ventana. Los casos que responden

obtienen posiblemente mejores resultados con la inmunoterapia

o los moduladores de la respuesta biológica.

Nosotros pensamos que algunos de los hallazgos realizados

en este trabajo podrían tener utilidad en la clínica como

indicadores pronósticos. Para ello sería necesario

correlacionarlos con marcadores tumorales, como CA1S,3 MCA y

OEA, y con la valoración de las actividades séricas de las

isoenzimas lactato deshidrogenasa (LDH), fosfohexosa isomerasa

(PHT), ceruloplasmina, fosfatasa alcalina (AP) y gamma—glutamil

transpeptidasa (CCI?). El análisis de pacientes en diversos

estadios de cáncer de maria muestra que la CAl5.3 y el MCA son

mucho más sensibles, que el OEA, superándolos este en

especificidad. I?ambién se encuentra relación paralela entre las

concentraciones de CAlS.3 y MCA con el estadio y evolución

tumoral. Por su parte, las actividades de las enzimas sericas

LDA y PHI aumentan cuando existen metástasis pulmonares.

Con la preocupación de encontrar nuevos marcadores se

están desarrollando muchos estudios. El anticuerpo monoclonal

murino PR92 obtenido contra la línea celular DVl4S, de

adenocarcinoma de próstata humana, reacciona con las células

D’!145, con las MCF—7, de adenocarcinoma mamario, y con las

células CHACO, de carcinoma pulmonar. No reaccionó con líneas
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celulares normales ni de otras 16 líneas cancerosas. El

antígeno reconocido por el MIO D’!145 existe también en el suero

sanguíneodel 74 % de los casos de carcinoma de próstata y del

87 % de enfermas de carcinoma mamario. El antígeno sólo se

detectó en 1 % de sujetos normales y 2 % de las lesiones

mamarías benignas (Kj~, Robinson y Toinita, 1989). DV145 puede

ser un buen marcador para diagnóstico y seguimiento de los

carcinomas de próstata y mama.

Experimentos más recientes muestran que la mucina del

carcinoma mamario (BCM) puede ser un marcador de los tumores

mamarios pretratamiento. La BCM es uno de los antígenos

asociados al cáncer de mama y ha sido definido por anticuerpo

monoclonal. Se ha visto que esta glucoproteina de alto peso

molecular, no específica de estos tumores, también aumenta en

tumores de origen ovárico, pulmonar (adenocarcinoma),

prostático y colorrectal.

Mediante un método nuevo denominado IMx, qu~ utiliza

exclusivamente el monoclonal M85, ha sido posible determinar

concentraciones de BCM en líquidos biológicos. Este anticuerpo

monoclonal es una IgM y se obtuvo utilizando como inmunógeno

una glicoproteina aislada del líquido ascítico de un paciente

con carcinoma. Tras el estudio del BCM—IMx en pacientes con

patología mamaria, se ha visto que presenta un comportamiento

similar al obtenido con otros antígenos definidos por otros

anticuerpos monoclonales, como el CAlS.3, CA549 y MCA., por lo

que puede ser utilizado como seguimiento en tumores mamarios
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para la detección precoz de recidivas y/o metástasis, así como

para valorar la respuesta al tratamiento.

‘VI — CONCLUSIONES

Hemos estudiado las reacciones inmunológicas humorales y

cito—mediadas del carcinoma de la glándula mamaria en el ser

humano y en los ratones.

Hemos conf irmado algunos datos ya conocidos y enlazado con

hallazgos propios, que relacionan distintos aspectos de la

inmunología del cáncer de mama, algunos de posible aplicación

práctica.

1. El carcinoma ductal infiltrante de mama humano y el

adenocarcinoma mamario del ratón tiene reacciones

cruzadas que abogan por la presencia de antígenos

tumor—asociados comunes.

2. El suero de pacientes con carcinoma de mama contiene

anticuerpos anticancerosos termoestables y

complemento—dependientes que provocan citolísis de

las células MMT.

3. 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. Además del

complemento parece existir un factor activador

sérico que es necesario para la acción lítica de las

inmunoglobulinas antineoplásicas.

4. Los anticuerpos antineoplásicos forman inmunocomule

—

jos circulantes e ininunocomniejos fijos a la membrana

celular. Se detectaron inmunocomplejos circulantes en

el suero de pacientes y de ratones con cáncer mamario

y en la membrana de las células MMT. La evolución

neonlásica es más rápida en presencia de

inmunocomplejos bloqueantes circulantes y fijos.

5. Cuando los anticuerpos tóxicos se añaden en ausencia

de complemento, en las células MMT se produce zeiosis

seguida de recuperación. Como se sabe, este es uno de

los mecanismos de la modulación inmunolópica

.

6. En las vesícula zeióticas que se liberan al medio de

cultivo se detectan anticuerpos que forman

inmunocomplejos heterólogos de tamaños moleculares

muy diversos, por lo que pensamos que los registros

cinefotomiorográficos expuestos en este trabajo

representan la expresión morfológica de la formación

de algunos inmunocomplejos.

7. Los anticuerpos de las mujeres con carcinoma mamario

reaccionan con antígenos de las células MMT,

membranas aisladas de las mismas y virus de los

tumores mamarios murinos (MMTV) purificado.
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8. Los ratones inmunizados con células MMT presentan en

su suero anticuerpos no citotóxicos capaces de

inhibir la serotoxicidad de los sueros de las

enfermas.

9. Algunos antígenos humanos y murinos emparentados

tienen relación con antígenos del virus del tumor

mamario murino (MMTV), aunque no se observen

partículas víricas en los tumores humanos. Dichos

antígenos son la expresión proteica de la actividad

de secuencias endógenas de ADN homólogas del ADNc del

MMTV.

10. Existe una correlación directa entre cantidad de

anticuerpos anti—MMT y supervivencia de las pacientes

con SHu CaMa(±), incluso en presencia de afectación

ganglionar.

11. Los sueros de todas las mujeres sanas embarazadas

contienen un factor de diferenciación glandular

mamario (FDGM) que existe también en el suero de

algunas mujeres sanas y en muchas pacientes de cáncer

de mama. El FDGM es termoestable y complemento

independiente, con un P.M. > 50 KDa.

12. La expresión aumentada de FDGM en las pacientes no

serotóxicas puede corresponder a la derrepresión en

el genoma alterado de las células cancerosas de los

genes implicados en la diferenciación de las

glándulas.
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13. La expresión disminuida de FDGM en las pacientes

serotóxicas puede corresponder contrariamente a la

represión de los genes implicados en la

diferenciación de estas células.

14. Los resultados obtenidos en los estudios realizados

a diferentes temperaturas indican que existe una

correlación inversa entre proliferación y

diferenciación. EL FDGMparece actuar a través de un

receptor presente en la membrana, que no se expresa

por igual en todas las células MLMT.

15. El FDGMinduce un nroceso fenotípico que necesita de

su presencia continua para manifestarse y para

mantenerse.

16. Los linfocitos de pacientes con carcinoma de mama y

de ratones inoculados con células MMTmanifiestan la

existencia de una reacción mediada por células que es

complemento—dependiente y anticuerpo—dependiente

(C’DADCMC) contra las células MMT.

17. Los linfocitos de las pacientes presentan tropismos

sobre las células MMT que no se observan en las

mujeres sanas.

18. Existe una buena correlación entre la presencia de

estos tropismos y la supervivencia de las pacientes.

19. Con los sistemas experimentales utilizados se puede

concluir que hemos encontrado datos de potencial

interés como indicadores pronósticos del carcinoma
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ductal intiltrante de la glándula mamaria en la

mujer:

19.1. Manifestación de serotoxicidad del suero

de las pacientes sobre células MMT. La

supervivencia aumenta conforme la cantidad

de anticuerpos anti—MMT es mayor.

19.2. Presencia en el suero sanguíneo de las

pacientes de anticuerpos anti-MMTV. El

aumento de la cantidad de anticuerpos

anti—MMTV es proporcional a la

supervivencia.

19.3. Existencia de inmunocompillejos circulantes.

El aumento de la cantidad de

inmunocomplejos circulantes es

inversamente proporcional a la

supervivencia.

19.4. Presencia de una reacción C’DADCMC contra

células MMT.

19.5. Linfotropiszno de los linfocitos de las

enfermas hacia células MMT.

19.6. Inhibición del linfotropismo positivo por

el suero sanguíneo de ratón inmunizado con
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FE DE ERRÁTÁS ~DVERTIDÁS

1.
‘mg/ml

células
— ‘células

Página 189. fiqura 18. En
debe decir “uq/ml’. En
de adenocarcinoma mamario

MMT

el eje de las ordenadas, donde dice
el pie de la figura, donde dice

murino 5H3/He...’. debe poner

2. En la tabla VI. página 190. hay
transcripción de los valores de laDI...., en ug/mL
cáncer mamario murino 53H/He debe ser 22 en vez de 4
cáncer mamario murino MMI debe ser 4 en lugar de 22.
valor para el virus del tumor mamario (MMIV), debe ser
adiunta la tabla corregida.

alaunos errores de
Para las células de

y para las células
Por su parte, el
6 y no 600. Se

3. En las ‘Conclusiones, página 297. párrafo 16. donde dice E•L os

linfocitos de pacientes con carcinoma de mama y de ratones inoculados
con células F’lPlT...’. debe decir “Los linfocitos de ratones inoculados
con células MMI.... ya que los linfocitos humanos no manifiestan una
reacción C’DÁDCMC anti”MIIT. como se indica en el tetto. Por la mirsm~
razón se debe suprimir el punto 19.4 de la pánina 298.

4. La mi
resumen que se
con el resumen

sma errata de transliteración de datos aparece en el
adiuntó en hoja aparte. Se acompa~a esta fe de erratas

corregido.
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