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ABREVIATURAS

AAT antígenos asociados a tumor

Ac anticuerpo

AcM anticuerpo monoclonal

ADN ácido desoxiribonucleico

ADNc ácido desoxiribonucleico complementario

ADNasa nucleasa que degrada ADN

Ag antígeno

ARN ácido ríbonucleico

ARNasa nucleasa que degrada ARN

ATE antígenos tumorales específicos

BPB azul de bromofenol

BSA seroalbúmina bovina

CEA antígeno carcinoembrionario

dATP ácido deoxiadenosin-S'trifosfóñco

dCTP ácido deoxícitídin-S'trifosfórico

dGTP ácido deoxíguanosín-S'trifosfórico

DAB diaminobencidina

DCC dextran-coated charcoal (carbón dextranizado)

DFMO difluormetilornitina

DMEM medio mínimo esencial modificado por Dulbecco.

DMSO dimetílsulfóxído

DPC dietilpirocarbonato

dT timidina

[’HldT timidina tritiada

EDTA etilendiamintetracetato
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FBS

F12
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NCA
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PCA

PEM
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PVP
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TCA

Abreviaturas

factor de crecimiento epidérmico

antígeno epitelial de membrana

inmunocitoquímica

inmunofluorescencia

inmunoglobulina

inmunohistoquímica

suero fetal bovino

Hank's nutrient mixture

inmunoconjugado con fluoresceína

nonspecific cross-reacting antigen

nonidet P 40

buffer fosfato salino

ácido perclón'co

mucina epitelial polimórfica

fenil meti] sulfonil fosfato

polivínilpirrolídona

receptor eétrogénico

receptor a la progesterona

tumor associated glycoprotein

ácido tricloroacético

ácido deoxitimidin-S'trifosfóríco



OBJETIVOS

La letalidad de la mayoría de los cánceres puede atribuirse a la capacidad que poseen

las células tumorales de proliferar y diseminarse en órganos distantes a la neoplasia primaria.

Esto implica que el principal problema en el tratamiento del cáncer no es la excisión del tumor

primario, sino la eliminación de las metástasis.

Tanto el desarrollo del tumor primario como su diseminación, parecen ser

responsabilidad de un tipo especial de célula denominada troncal o stem y de la cual poco se

conoce, fundamentalmente en el caso de los tumores sólidos.

El objetivo de esta Tesis es caracterizar las células stem tumorales, centrando

nuestra atención particularmente en los tumores de mama humanos.

El desarrollo de técnicas que nos permitan realizar la determinación simultánea de

células que están en proceso de síntesis de ADN y células que expresen antígenos (Ags)

tumorales en un mismo corte histológico, constituiría un primer paso hacia este conocimiento,

puesto que nos daría una idea del perfil antigénico de la célula stem.

El lograr el establecimiento de una línea celular de mama humana indiferenciada, con

gran capacidad proliferativa, nos permitiría también conocer algunas características de las

células stem tales como perfil antigénico, morfología, cinética de crecimiento y alteraciones

genéticas.

Por otra parte, el establecimiento de una línea tumoral in vivo a partir de la misma

línea celular, nos brindaría el modelo necesario para ensayar esquemas terapéuticos o de

diagnóstico, ya sea a través de la utilización de diferentes drogas con capacidad inhibitoria del

crecimiento o de anticuerpos monoclonales (ACM) reactivos con tumores de mama. La

obtención de nuevos AcM utilizando como inmunógeno las células de la línea o extractos de

las mismas enriquecidos en membranas, nos brindaría nuevas herramientas para su utilización

en la terapéutica del cáncer de mama.



Por último y puesto que, como se mencionó anteriormente, son las metástasis las

verdaderas responsables de la mortandad de los pacientes con cáncer, el intento de establecer

un modelo de tumor metastásico en ratones atímicos, constituye un objetivo final apreciable

para extrapolar los estudios realizados con los tumores que sólo desarrollan localmente.



RESUMEN

En esta tesis se investigaron algunas características de las células srem de cáncer de

mama humano, para lo cual se utilizaron diversos sistemas de estudio:

a) cortes histológicos de tumores.

b) biopsias frescas de tumores.

c) líneas celulares tumorales.

Sobre cortes histológicos de tumores de mama humanos se investigó la relación entre

la síntesis de ADN y la expresión de un antígeno de diferenciación (antígeno

carcinoembrionario, CEA), observándose que el índice de marcación con timidina (TLI),

resultó inversamente proporcional a la presencia de CEA y al grado de diferenciación del

tumor.

Aún en los tumores CEA-positivos, la mayoría de las células que estaban sintetizando

ADN fueron CEA-negativas.

Utilizando células obtenidas por disgregación enzimática de tumores de mama y

mediante un sistema de centrifugación en gradientes de densidad, se logró separar

subpoblaciones celulares en las que se analizó la capacidad clonogénica como indicativa de

célula slem.

En base a los resultados obtenidos con los tumores y teniendo en cuenta distintas

características de los mismos (grado de diferenciación, tamaño, etc.), se seleccionó uno de

ellos para establecer una línea celular a la que se denominó IIB-BR-G. Con la inyección

subcutánea de células de dicha línea en ratones atímicos, se logró también establecer una línea

in vivo (IIB-BR-GNUDE).

La línea in vitro presentó características de indiferenciación y agresividad, además de

ser negativa su expresión de receptores hormonales, lo que resultó particularmente
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interesante, teniendo en cuenta que no es demasiada la información disponible sobre los

mecanismos que gobiernan el crecimiento de las líneas celulares que no expresan receptores

hormonales. Por lo tanto, se estudió su perfil antigénico, la expresión de diversos oncogenes

asociados con carcinomas mamarios, la citogenética de la misma y su morfología

ultramicroscópica.

Además, ambas líneas fueron utilizadas para diversos proyectos del laboratorio a

saber: l) ensayo de drogas que inhiben proliferación celular; 2) radioinmunolocalización de

tumores IIB-BR-GNUBEmediante la utilización de ACM; 3) obtención de nuevos ACM

utilizando como inmunógeno células enteras de lIB-BR-G; 4) establecimiento de metástasis

experimentales mediante la inyección de células IIB-BR-G en el bazo de ratones atímicos.
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I. INTRODUCCION

A pesar de que se han efectuado grandes avances en su prevención y terapia, el cáncer

es en la actualidad una de las mayores causas de muerte en los Estados Unidos [Koshland,

1991] y se cree que, hacia el año 2000, puede llegar a ser la principal [Henderson y col.,

1991].

Entre las mujeres, el tipo de cáncer más común es el de mama y la mortalidad por esta

enfermedad se ha incrementado en las últimas décadas. Así de acuerdo al National Cancer

Institute (NCI) de los Estados Unidos, en 1973 morían de esta afección 26,9 mujeres de cada

100.000; hacia 1988 ese número creció a 27,5 cada 100.000 mujeres y en apariencia dicha

cifra continuaría incrementándose [Marshall, 1991; Marshall, l993a].

Los datos referentes a nuestro país provienen de un estudio realizado por Iscovich y

col. en colaboración con la Universidad de Toronto, Canadá y la International Agency for

Research on Cancer de Francia. Este estudio fue realizado en relación con la dieta y está

circunscripto a la ciudad de La Plata [Iscovich y col., 1989]. Allí se determinó que es la

enfermedad maligna más frecuente en el sexo femenino y su incidencia anual es de 80 casos

cada 100.000 mujeres, resultando estos datos comparables a los valores más altos registrados

por los países desarrollados [Matos y col., 1994].

Afirmaciones tan preocupantes como las arriba expresadas hacen comprender los

esfuerzos del National Cancer Institute (USA) para encarar la lucha contra este cáncer en

particular. Estos abarcan varios enfoques: a) Prevención; b) Epidemiología; c) Rehabilitación;

d) Detección y tratamiento y e) Investigación básica. Estos dos últimos aspectos son los que

involucran mayores desembolsos económicos [Marshall, 1991].

Por otro lado sólo el 30% de los casos de cáncer de mama están ligados a causas

identificables y muchas de ellas tienen que ver con la dieta o con factores genéticos [Marshall,

1991]. Esto explica por qué la investigación básica en estos últimos años ha apuntado al

estudio de diversos genes que parecen afectar el desarrollo del cáncer [Marshall, 1991;



Introducción

Solomon y col., 1991; Weinberg, 1991]. Baste citar como ejemplo el gen supresor tumoral

p53, que es a menudo defectivo en pacientes con cáncer [Malkin y col., 1990] y una anomalía

genética en el cromosoma 17 [King, 1990] asociada con desarrollo familiar de cáncer de

mama a una edad temprana.

Otros investigadores consideran que los estudios que se realizan en relación con la

dieta o con la exposición a agentes químicos tóxicos, no revelarán en forma significativa

nuevos factores de riesgo, dirigiendo su atención nuevamente hacia la influencia de las

hormonas, especialmente los estrógenos [Marshall, 1993b].

A su vez la terapia sistémica del cáncer de mama ha evolucionado a un estado de

complejidad creciente y en algunas instancias controversial, puesto que la clínica oncológica

se ve confrontada con una amplia lista de tratamientos disponibles que incluyen agentes

antihormonales y combinación con regímenes quimioterápicos. No obstante, el efecto de los

mismos en la sobrevida dista de ser satisfactorio.

Por lo tanto, por ahora las mujeres deben someterse a estudios que detecten

precozmente su tumor, cifrando sus esperanzas en que los investigadores que estudian los

cambios moleculares que transforman las células sanas de mama en tumorales, encuentren

métodos efectivos para su prevención, mejores indicadores de las etapas tempranas de la

enfermedad, o en su defecto, terapias alternativas de mayor efectividad.

I.A.- ¿QUE ES UN TUMOR?

Numerosos han sido los intentos realizados a través del tiempo para definir al cáncer.

Algunos autores definen la neoplasia como un crecimiento relativamente autónomo de

tejidos [Pardee, 1985], cuyas células presentan anormalidades funcionales concernientes al

control de la posición, proliferación o diferenciación de las mismas [Ponten, 1976]. El

conjunto de dichas alteraciones (que incluyen morfología y propiedades bioquímicas alteradas)
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constituyen una característica de las células tumorales denominada anaplasia. Estos cambios

usualmente se manifiestan como una reversión a un estado embrionario [Pardee, 1985].

Según Foulds [1956] se trata de la adquisición por parte de un tejido, de una o

más características que representan cambios cualitativos permanentes e irreversibles.

Dichos cambios evolucionan gradualmente conduciendo hacia un incremento en la

autonomía del tumor, independizándolo del control del huésped.

Observamos que la mayoría de las definiciones coinciden en que se trata de un tejido

de crecimiento excesivo, incoordinado e independiente de los factores normales de control de

crecimiento del huésped.

I.A.l.- Clasificación de los tumores

En general las neoplasias pueden ser divididas en tres grandes categorías [Pontén,

1976]:

l) Tumores benignos, no invasivos y no metastatizantes.

2) Tumores malignos no metastatizantes (carcinomas in sim y carcinoma de células basales).

3) Tumores metastatizantes.

I.A.l.a.- Tumores benignos

Los tumores benignos se caracterizan por una estructura que generalmente es típica

del tejido de origen, permanecen dentro del mismo dominio que sus precursores normales, son

bien diferenciados y crecen lentamente. Las figuras mitóticas son poco frecuentes y normales.

El tejido normal circundante está bien demarcado.



I.A.l.b.- Tumores malignos no metastatizantes

Los tumores malignos son usualmente indiferenciados y constan de un mayor

porcentaje de células en división, las que pueden presentar cromosomas anormales y exhibir

variados grados de anaplasia. Entre ellos debemos distinguir aquellos que por hallarse en una

etapa temprana de la enfermedad aún no han invadido el mesénquima, indicando que las

células malignas no han perdido su control posiciona], al menos con respecto a los fibroblastos

(carcinomas in situ) y los que siendo malignos e invasivos en forma local, generalmente no

dan metástasis (carcinomas de células basales).

El carcinoma in situ constituye sólo la primera etapa en la progresión de la enfermedad

a cáncer invasivo. El paso más importante en esta secuencia, es la adquisición de la capacidad

de migrar en territorio del mesénquima. En los carcinomas infiltrantes, los bordes

epitelio-mesénquima se han roto, dando al patólogo uno de los principales criterios para

diagnosticar invasión maligna.

Por el contrario los carcinomas de células basales constituyen una neoplasia cutánea

maligna que se origina en las capas de células basales de la epidermis y estructuras anexas.

Este carcinoma, en las raras ocasiones en que metastatiza es generalmente incurable

[Patterson y Geronemus, 1989].

I.A.l.c.- Tumores metastatizantes

Las células malignas pueden perder o no su control posiciona], produciéndose en el

primer caso una metástasis. La metástasis puede definirse como la transferencia de la

enfermedad de un órgano (o tejido) a otro no directamente conectado con él. Esta capacidad

de invadir es la principal característica de las neoplasias malignas y es responsable de la

mayoría de las fallas terapéuticas en oncología clínica. La metástasis involucra la liberación de

células del tumor primario, diseminación a sitios distantes, detención en la microcirculación de
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determinados órganos, extravasación e infiltración del parénquima de los mismos y

supervivencia y crecimiento de nuevas colonias tumorales.

Este proceso depende de la interrelación huésped-tumor y de las caracteristicas de las

células tumorales tales como propiedades de la superficie celular, capacidad de adherencia,

movilidad y secreción de enzimas.

Para establecer una metástasis las células tumorales deben completar todos los pasos

involucrados en el proceso y la interrupción de la secuencia en cualquier etapa puede prevenir

la producción de metástasis.

I.B.- HETEROGENEIDAD TUMORAL

El proceso de transformación neoplásica involucra una serie de pasos secuenciales en

los cuales una célula diploide normal sufre un proceso de iniciación que es irreversible y

luego una progresión, esta última reversible [Hart y Fridler, 1981]. Las células que han

sufrido la iniciación adquieren la ventaja de crecer indefinidamente pero no son capaces de

producir tumores cuando son inyectadas en ratones atímicos [Giovanella y Fogh, 1985]

(ratones desnudos congénitamente atímicos, que por no poseer células T aceptan implantes,

tanto normales como neoplásicos, de animales filogenéticamente diferentes). Por esta razón se

dice que las células no son tumorigénicas. Sin embargo las células que han sufi'ido ambos

procesos son capaces de producir tumores cuando se inyectan en estos ratones.

Dado que la mayoría de los tumores humanos son monoclonales en su origen

[Fialkow, 1976], la población inicial de células del tumor primario es mayoritariamente

homogénea. Las evidencias que apoyan esta hipótesis derivan de estudios de polimorfismo de

la glucosa-ó-fosfato deshidrogenasa [Fialkow, 1976] que permiten arribar a dicha conclusión

con contadas excepciones.



Durante la fase de progresión tumoral, sin embargo, nuevas poblaciones de células son

producidas por la adquisición de anormalidades cromosómicas secundarias. Es sabido que las

células tumorales son genéticamente más inestables que las normales [Loeb y col, 1974]. Así

las modificaciones mencionadas se producirán espontáneamente dentro de la neoplasia en

desarrollo, influenciadas por factores homeostáticos y/o presiones de selección del huésped

[Hart y Fridler, 1981]. El resultado observado es que los tumores primarios están compuestos

por subpoblaciones de células con características fenotípicas diferentes. Así queda establecido

un tumor maligno con mayor o menor grado de heterogeneidad.

Un mecanismo alternativo, no necesariamente excluyente, que puede proponerse para

explicar el origen de esta diversidad biológica es que en respuesta a variados agentes

cancerígenos se producen diferentes cambios celulares en determinadas áreas de un tejido. En

este modelo, los tumores exhibirán heterogeneidad, simplemente por estar poblados con

progenie de varias células transformadas (origen multicelular).

No obstante la progresión de una neoplasia ya sea de origen uni- o multicelular, es

probablemente el principal factor responsable de su diversidad biológica [Hart y Fridler,

1981].

Este fenómeno de diversidad intraneoplásica es sumamente corriente. La misma se

evidencia en los tumores humanos por estudios realizados sobre el propio tejido tumoral,

fluidos ascíticos o derrames pleurales y de las observaciones clínicas realizadas sobre pacientes

portadores de neoplasias. Otras evidencias de heterogeneidad provienen del estudio de líneas

celulares establecidas a partir de tumores humanos.

I.B.l.- Parámetros de heterogeneidad tumoral

Es importante establecer que la heterogeneidad siempre debe definirse para el fenotipo

en particular que está en estudio, pudiendo establecer la existencia en un tumor, de clones con

heterogeneidad con respecto a una variedad de fenotipos. Por ejemplo:
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l) Foulds [1956] notó que las neoplasias mamarias murinas a menudo exhiben zonas de

diferente morfología, aunque dentro de cada zona el tejido aparece homogéneo.

2) Prehn [1970], demostró que diferentes partes de un fibrosarcoma murino químicamente

inducido, contenían células con diferentes propiedades antigénicas.

3) Hakansson y Trope [1974, l y 2] dividieron en cuatro partes fibrosarcomas murinos

químicamente inducidos. Con cada parte prepararon suspensiones celulares y realizaron

ensayos in vitro de susceptibilidad a agentes quimioterápicos, los que revelaron diversidad

entre las distintas preparaciones.

4) Se observan también distintas anormalidades cromosómicas en un tumor determinado. Las

más comunes se clasifican en estructurales y numéricas. Las alteraciones estructurales

consisten en rearreglos cromosómicos que incluyentranslocaciones, inversiones, deleciones,

amplificaciones e inserciones. Las anormalidades numéricas representan pérdidas o

duplicaciones de cromosomas enteros. Este punto será tratado más profimdamente en la

Sección l.C.

5) También se han detectado clones con diferencias en la velocidad de crecimiento, expresión

de receptores de superficie para lectinas y receptores hormonales, además de presentar

diferente invasividad y capacidad metastásica, [Hart y Fridler, 1981].

I.C.- ANORMALIDADES CROMOSOMICAS EN CANCER

Como se dijo anteriormente, la inestabilidad genética es una característica inherente a

la mayoría de las neoplasias, independientemente de su origen o de si son espontáneas o

inducidas. Según se ha establecido en el item anterior, dicha inestabilidad es un aspecto

importante de la heterogeneidad tumoral. Esto resulta en la aparición de subpoblaciones que

difieren en su comportamiento maligno, o en otros aspectos. Datos de citogenética han
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mostrado frecuentemente la coexistencia de múltiples subpoblaciones de células dentro de un

tumor durante su progresión.

Las aberraciones cromosómicas más comunes en los tumores se clasifican

generalmente en estructurales y numéricas. Las alteraciones estructurales consisten en

rearreglos cromosómícos que incluyen translocaciones (involucran el cambio de material

entre dos o más cromosomas) [Leder y col., 1983; Testa, 1989], inversiones (rearreglo en

que un único cromosoma es roto en dos lugares y la porción central se invierte y se une a los

extremos del cromosoma) [Rowley, 1985], deleciones (implican la pérdida de ADN de un

cromosoma y por ende de la célula afectada) [Brodeur y col., 198]], inserciones y

amplificaciones [Biedler y col, 1976; Schwab, 1983]. Las anormalidades numéricas

provienen de pérdidas o duplicaciones de cromosomas enteros [Solomon y col., 1991].

Los tumores analizados por aberraciones cromosómicas son clasificados por los

citogenetistas como hematológicos, (leucemias y linfomas) [Rowley,l973], o sólidos, que

incluyen carcinomas y sarcomas [Croce, 1987]. Por razones técnicas, los tumores

hematológicos han sido más fácilmente analizados en el pasado, por lo que ocupan el 80% de

la literatura sobre la citogenética tumoral. Actualmente muchas de las dificultades con los

tumores sólidos han sido resueltas y la literatura al respecto ha crecido rápidamente.

I.C.l.- Oncogenes y genes supresores tumorales

Existe consenso generalizado en que el responsable de la regulación de la proliferación

de las células normales es un balance entre los proto-oncogenes [Bishop, 1987], promotores

de crecimiento y los genes supresores, inhibidores del mismo [Weinberg, 1991].

Los proto-oncogenes pueden sufrir un proceso de transformación denominado

activación, generalmente dominante, y que consiste en una variedad de eventos

submicroscópicos que incluyen mutaciones puntuales, pequeñas inserciones y deleciones y

yuxtaposición a otras secuencias cromosómicas, convirtiéndose de un gen celular normal

en un oncogen que fuerza el crecimiento de las células tumorales. Estos eventos pueden
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visualizarse en general citogenéticamente o por digestión del material genético con diferentes
enzimas de restricción.

Inversamente, las lesiones genéticas que inactivan al segundo tipo de genes

relacionados con el cáncer, los denominados genes supresores tumorales, son de tipo

recesivo, y liberan a la célula de las restricciones impuestas por dichos genes, contribuyendo
al crecimiento de la célula tumoral.

Existen evidencias acumulativas que sugieren que el progreso hacia la malignización

de muchos tumores requiere que se produzcan ambos eventos en el genoma celular.

I.C.2.- Activación de oncogenes

Como se ha explicado anteriormente los proto-oncogenes son la versión normal de los

oncogenes celulares.

Existen diversas formas de activación de un proto-oncogen a oncogen:

a) j! rgnslggggig' : La desregulación del oncogen c-myc por la translocación t(8;14) que

involucra los cromosomas 8 y 14, a resultas de la cual el oncogen c-myc queda bajo el control

trancn'pcional de uno de los locus de inmunoglobulina humana en el linfoma de Burkitt, un

cáncer de células B extremadamente agresivo, que afecta principalmente a niños [Erikson y

col., 1982; Dalla Favera y col., 1982; Nowell y col., 1983], es uno de los principales ejemplos.

Otras translocaciones cromosómicas resultan en la formación de genes quiméricos. El

primer ejemplo de gen quimérico transformante descripto, fije el resultado de la fusión del gen

bcr con el protooncogen ab! en la leucemia mieloide crónica que presenta el cromosoma

Filadelfia. Tal fiisión resulta en la expresión de transcriptos y proteínas quime'ricas [Croce,

1991].

Recientemente un ejemplo adicional ha sido descripto en pacientes con leucemia

promielocítica aguda portadores de una translocación cromosómica t (15;l7). En este caso, el
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gen para un receptor de ácido retinoico que se encuentra en el cromosoma 17 es activado por

su fusión con un gen del cromosoma 15, cuya fimción hasta ahora es desconocida [deThé y

col., 1990].

b) Amplificación: La sobreexpresión del oncogen puede deberse no sólo a una translocación

cromosómica como en el linfoma de Burkitt, sino también ser el resultado de una

amplificación del oncogen tanto en tumores sólidos como hematológicos [Pall, 1981].

Algunos tipos tumorales como el neuroblastoma, son proclives a presentar este tipo de

alteración cromosómica. Esta se manifiesta como cientos o miles de pequeñas porciones

discretas de cromosomas llamadas "double minutes" (DMs), o regiones cromosómicas que no

presentan bandas, homogéneamente teñidas (HSR) [Biedler, 1976]. En algunas líneas

celulares, se ha demostrado que estas alteraciones representan amplificaciones del oncogen

N-myc [Rowley, 1989].

c) Mgggcig'n: Altemativamente la activación de los proto-oncogenes celulares puede

involucrar su mutación; por ejemplo los oncogenes de la familia ras pueden ser activados por

una mutación puntual [Tabin y col., 1982].

d) [nsgrgig'n yiral: Los retrovirus constituyen un grupo de virus que causan cáncer en

algunos animales y cuyo material genético es ARN que se transcribe al ADN celular, mediante

la transcriptasa reversa durante las primeras horas de infección. En el curso de la misma el

virus incorpora una secuencia celular que incluye el proto-oncogen y la integra a su propio

genoma. El proto-oncogen puede luego ser activado por asociación con una región

regulatoria del genoma viral o por sufrir una mutación mientras es portado (transducido) por

el retrovirus [Weinberg, 1983; Land y col., 1983].

I.C.3.- Pérdida de antioncogenes

Otro mecanismo molecular involucrado en el desarrollo de tumores humanos es la

pérdida de funcionalidad de un gen supresor de cáncer o antioncogen [Knudson, 1971]. Como
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los oncogenes, éstos son también genes celulares normales; sin embargo, los genes supresores

tumorales contribuyen a la oncogenicidad a través de su pérdida y no a través de su

activación. Su comportamiento es recesivo y ambas copias deben ser inactivas para que se

desarrolle un tumor [Solomon y col., 1991]. En este caso también se observa una variedad de

mecanismos mutacionales submicroscópicos a través de los cuales esto ocurre. Estos se

detectan como una pérdida constitutiva de heterocigosis en el ADN tumoral. La pérdida del

gen entero, de una región del cromosoma o aún del cromosoma entero conducen al mismo

resultado y en el caso de los genes supresores tumorales, estas deleciones y pérdidas

cromosómicas son detectadas citogenéticamente. En términos generales, se cree que la

presencia de deleciones o monosomías revelan la ubicación de genes supresores recesivos.

I.C.4.- Descripción del oncogen HER-Z/neu

El protooncogen neu (también llamado HER-Z o erbB-Z) codifica para una proteína

de 170 kD, cuya forma madura de 175 kD expresada en la superficie celular, tiene una vida

media de 3 horas [Peles y col., 1992]. El oncogen activado codifica para una proteína de

185.000 de peso molecular, con un dominio extracelular, uno transmembranal y otro

intracitoplasmático con actividad de tirosina quinasa, altamente relacionada con el receptor de

EGF [Yamamoto,T. y co|., 1986], aunque truncada en su dominio extracelular.

Las células tumorales poseen menores requerimientos que sus contrapartes normales

de factores de crecimiento exógenos. Ellas producen constitutivamente factores regulatorios

de crecimiento y son más receptivas o más sensibles a los mismos. Una mayor receptividad a

la estimulación por un factor de crecimiento puede deberse a un incremento en el número de

receptores en la superficie celular o a un incremento en la afinidad de estos receptores por el

péptido. Los receptores de factores de crecimiento pertenecen a una familia de glicoproteínas

transmembranales que poseen función catalítica en su dominio citoplasmático.

La proteína del oncogen neu, a pesar de su homologia con el receptor de EGF

(REGF), del que se conocen múltiples ligandos, no une EGF. Recientemente Pelesycol.
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[1992] describieron un ligando del neu (NDF, neu differentiation factor), una glicoproteína de

44 kD que induce diferenciación en células tumorales mamarias. Dicha glicoproteina tiene una

estructura transmembranal y contiene un dominio similar a EGF y una unidad con homologia a

Ig [Wen, 1992].

Los mecanismos de activación del oncogen pueden ser [Wen y col., 1992]:

a)mutación puntual dentro de la región transmembranal.

b)secuencias no catalíticas tmncadas tanto en el dominio citoplasmático como

extracitoplasmático.

c)amplificación genética o expresión aumentada del gen aparentemente normal.

La sobreexpresión ectópica de neu en fibroblastos de ratón los transforma en

tumorigénicos [Hudziak y col., 1987] y su sobreexpresión en ratones transgénicos conduce a

la formación de una serie de tumores, incluyendo adenocarcinomas [Suda y col, 1990].

Aunque se desconocen los mecanismos por los cuales los niveles elevados de la

proteina codificada por neu producen transformación, se supone que involucra la actividad

enzimática constitutiva en ausencia de ligando [Peles y col, 1992]. La amplificación y

sobreexpresión de este gen se ha detectado con alta frecuencia en adenocarcinomas humanos

de diversos tejidos [Slamon, 1987 y 1989]. Más aún, la sobreexpresión del neu parece estar

asociada con mal pronóstico en pacientes con cáncer de mama [Slamon, 1987]. Estas

observaciones enfocaron la atención sobre la proteína neu como blanco potencial para

estrategias antitumorales. Anticuerpos generados contra la proteína humana inhiben el

crecimiento de células tumorales in vitro [Bacus y col, 1993]. En líneas celulares de cáncer de

mama se demostró que el estrógeno pero no la progesterona modulan la expresión del

protooncogen neu en las líneas celulares MCP-7 y T47D [Read y col., 1990]. En otras células

mamarias, Kraus y col., [1987] encontraron aumento de expresión sin amplificación genética

(ZR-75-l), amplificación con localización cromosómica aberrante y expresión aumentada

(SK-BR-3) y amplificación y expresión aumentada en BT-474.
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I.C.5.- Descripción del oncogen c-myc

El oncogen c-myc fije aislado por primera vez en pollo, como el homólogo celular del

oncogen viral v-myc, el que había demostrado ser suficiente para la inducción de la

mielocitomatosis aviaria, síndrome que incluye leucemias [Roussel y col., 1979].

El protooncogen c-myc desempeña un rol fimdamental en una serie de neoplasias.

particularmente en el linfoma de Burkitt [Dalla-Favera y col., 1982; Taub y col., 1982] y en el

crecimiento celular y diferenciación normales [Sawyers y col., 1991].

En distintas neoplasias se han identificado un número de alteraciones que afectan la

expresión del c-myc. Estas incluyen amplificación genética [Klein, 1983], translocación

cromosómica [Shen-Ong y col., 1982], mutaciones de inserción [Morse y col., 1988],

transcripción alterada debida a mutaciones puntuales en la unión del exón l-intrón l

[Cesarman y col., 1987] y alteraciones estructurales de los ARN mensajeros que pueden

prolongar la vida media de los mismos [Dang, 1991].

El producto del oncogen c-myc es una proteína de localización nuclear con propiedad

de unión al ADN [Alitalo y col., 1983; Persson y Leder, 1984]. Según un estudio

inmunohistoquimico realizado por Kinouchi y col. [1989] su expresión en carcinomas renales

está asociada con el grado de pleomorfismo nuclear.

Fisiológicamente, la expresión del c-myc está generalmente asociada con estados de

crecimiento celular [Kelly y col., 1983; Morello y col., 1990]. En contraste, su expresión

generalmente decrece con la diferenciación celular, como se observa en células

hematopoyéticas normales [Dang, 1991], en células de eritroleucemia murina [Prochownik y

col., 1986] y en la línea celular l-IL60 de leucemia promielocítica humana [Dang, 1991].

Con respecto a los tumores de mama, se ha encontrado expresión elevada del oncogen

c-myc en los mismos [Slamon y col., 1984]. Además, la amplificación genética de este

oncogen correlaciona con mayor agresividad clínica en tumores de mama y otros tumores
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demostraron amplificación o rearreglo en respectivamente 33 y 4% de los carcinomas

pn'marios de mama analizados. No obstante en un estudio realizado por otros autores sobre

100 pacientes de cáncer de mama, sólo uno mostró amplificación de dicho oncogen [Meyers y

col., 1990].

I.C.6.- Descripción del oncogen c-fas

El proto-oncogen c-fos codifica una proteina nuclear expresada en una amplia

variedad de tejidos. Es el homólogo celular de los oncogenes virales del sarcoma osteogénico

murino [Van Beveren y col., 1983].

Los protooncogenes c-fos, c-jun y demás miembros de la familia de genes

relacionados, pertenecen a una clase de genes denominados "genes respondedores

tempranos", cuya expresión es rápidamente inducida en células quiescentes, por acción del

suero o factores de crecimiento [Muller y col., 1984]. Las proteínas productos de c-jun y

c-fos se asocian para formar el complejo AP-l, activador de transcripción [Szabo y col.,

1991]. Dicho complejo se une a una secuencia consenso de ADN, idéntica a una región

activadora inducible por ésteres de forbol. De ahí que se piense que los efectos biológicos de

estos últimos sean mediados en parte por c-jun y c-fos.

La sobreexpresión del c-fos en animales transgénicos produce una desregulación del

crecimiento óseo [Ruther y col., 1987] y eventualmente condrosarcomas [Johnson y col.,

1992], Se han realizado numerosos intentos para dilucidar el rol preciso de este oncogen en el

crecimiento de células en cultivo, para lo cual se han empleado tanto construcciones

antisentido [Holt y col., 1986] como anticuerpos monoclonales microinyectados

intracelularrnente [Riabowol y col., 1988]. Los datos sobre estos experimentos generalmente

indicaron que la ausencia del c-fos podría disminuir o inhibir el crecimiento celular, aunque no

sería absolutamente necesario para el crecimiento de fibroblastos [Kovary y Bravo, 1991]. Los

ratones transgénicos deficientes en c-fos, si bien tienen un tiempo de sobrevida equivalente al

de las cepas salvajes, presentan múltiples defectos en su estructura ósea, gametogénesis,
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linfopenia, además de alteración del comportamiento [Johnson y col., 1992]. Ningún dato fue

hallado hasta hoy sobre la amplificación de este gen.

I.C.7.- Descripción del antioncogen p53

El gen supresor tumoral o antioncogen p53 posee la secuencia mutada más común en

el cáncer humano [Hollstein y col., 1991] y se cree que su fiJnción es esencial para el

mantenimiento del fenotipo celular no tumorigénico [Donehower y col., 1992].

- p53 normal

Dos alelos p53 de aproximadamente 20 Kb han sido identificados en el cromosoma

humano 17pl3.l [Lamb y Crawford, 1986; Isobe y col., 1986]. El gen p53 está expresado

aparentemente en todos los tejidos [Rogel y col., 1985], se encuentra sólo en vertebrados y

aparece altamente conservado en todas las especies [Roemer y Friedman, 1994].

El producto del gen p53 humano normal es una fosfoproteína nuclear de 393 residuos

aminoacídicos ácidos, hidrofóbicos y básicos [Lamb y Crawford, 1986]. Uno de los

mecanismos de acción de p53 parece involucrar su conversión de un estado latente en un

factor de transcripción activo a través de su fosforilación, seguida de la transactivación del

gen WAFI/Cip-I [El-Deiry y col, 1993], cuya proteína inhibe ciclinas de fase Gl y

consecuentemente conduce a un arresto del ciclo celular en Gl/S.

Una de las principales características de p53 es su correlación entre función y

conformación: en su conformación normal p53 es a menudo (pero no siempre) represor del

crecimiento celular, mientras que en la conformación mutante puede ser promotor del

crecimiento celular [Parada y col., 1984; Slingerland y col., 1993].

Se ha descripto para este antioncogen una amplia variedad de respuestas celulares

diferentes, tanto para la sobreexpresión como para la pérdida del mismo. La sobreexpresión

de p53 normal a través de un incremento de su vida media, se produce cuando muchas células

normales son expuestas a radiación o agentes que dañan el ADN [Kuerbitz y col., 1992].
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Como resultado se produce predominantemente una detención temporaria del ciclo celular en

Gl/S [Reich y Levine, 1984; Lin y col., 1992; Yin y col., 1992; Livingstone y col, 1992].

Este mecanismo ha sido interpretadocomo que p53 puede fimcionar en células normales

como un "guardián del genoma" permitiendo a la célula que active sus mecanismos de

reparación del ADN dañado antes de la replicación [Lane, 1992].

Ratones carentes de p53 desarrollan múltiples tumores en una variedad de tejidos

varias semanas después del nacimiento, hecho este consistente con las fimciones asignadas a

p53 en el mantenimiento del fenotipo no tumorige'nico.

- p53 mutada

Muchas formas mutadas de p53 no son inactivas pero poseen varias funciones

características que afectan las propiedades tumorigénicas de las células. En general las células

tumorales con lesiones en p53 pueden clasificarse como sigue:

a) Tumores cuyas células no expresan la proteína p53 [Ahuja y col, 1989].

b) Tumores como los de algunos pacientes con enfermedad de Li-Fraumeni [Malkin y

col, 1990], que pueden haber perdido un alelo normal de p53 mientras que el segundo alelo

puede expresar una mutación nula, que inactiva al p53 (pérdida de heterocigosidad).

c) Una tercera clase de células tumorales expresa una u otra forma dominante negativa

de p53 mutada que potencialmente interfiere con la fimción de la p53 normal. Estas mutantes

pueden actuar a través de hetero-olígomerización con la proteína normal [Finlay y col., 1989;

Ahuja y col., 1989], inhibiendo la capacidad de regulación de la expresión génica de la

proteína normal.

Existen criterios bien definidos para distinguir la mayoría de las formas mutantes de

p53 de la p53 normal. La prolongada vida media de las proteínas mutantes (varias horas

comparadas con los 30 minutos o menos de vida media de la proteína normal) [Reich, 1983] o

la exposición de diferentes epitopes como resultado de diferencias conformacionales entre las
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proteínas mutantes y la normal [Lane y Benchimol, 1990] son entre otros algunos de estos

criterios.

I.D.- ANTIGENOS ASOCIADOS A TUMOR Y ANTIGENOS TUMORALES

ESPECIFICOS

La superficie celular tiene dos componentes: una membrana citoplasmática y una

matriz intracelular, zona del citoplasma asociada con la superficie interna de la membrana.

Además, la mayoría de las células de los organismos multicelulares, están en contacto con una

intrincada malla de macromoléculas extracelulares interactuantes que constituyen la matriz

extracelular. Cada una de estas tres puede estar involucrada en la regulación del crecimiento

y, en el caso de las células tumorales también puede presentar alteraciones. Más aún, en este

caso la capacidad para metastatizar que presentan estas células, depende en parte de las

propiedades de la superficie celular. Pardee propuso en 1964 que uno de los defectos

fundamentales de las células tumorales podría residir en la membrana celular. En la literatura

se han reportado diferencias entre células normales y tumorales en casi cada uno de los

componentes de la superficie celular. En cáncer humano en general se acepta que estos

componentes pueden dividirse en antígenos asociados a tumor (AAT) y antígenos tumorales

específicos (ATE). Ambas categorías de marcadores tumorales han demostrado estar

presentes en numerosas patologías [Muraro y col., 1985; O'Sullivan y col., 1990; Fernsten y

col., 199]].

I.D.l.- Antígenos asociados a tumor (AAT)

Numerosos estudios han identificado AAT mediante el uso de antisueros políclonales y

de AcM [Frítsche y Mach, 1975].

I.D.l.a.- Antígenos oncofetales

Un grupo de estos marcadores tumorales ha sido identificado como el de Ags

oncofetales [Muraro y col., 1985]. Estos se definen como moléculas que están normalmente
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expresadas durante el desarrollo fetal y son reexpresadas durante la transformación neoplásica

[Abelev, 1971].

A esta clase pertenece el CEA, que ha sido uno de los más extensamente estudiados.

El CEA es una glicoproteína compleja de 180.000 de peso molecular, altamente expresada por

la mucosa del colon fetal y por carcinomas del tracto gastrointestinal [Imai y col., 1984].

Diversas experiencias han mostrado que el antisuero hiperinmune más convencional dirigido

contra CEA reacciona con diferentes tipos de carcinomas tanto como con determinantes

antigénicos expresados en tejidos normales [von Kleist y col., 1972; Gold y Gold, 1973].

Mediante la utilización como inmunógeno de CEA purificado, lineas celulares de carcinomas

gástricos y de colon [Acolla y col., 1980; Imai y col., 1984] y extractos de carcinomas de

mama [Colcher y col., 1983] se generaron AcM anti-CEA que presentan reacción cmzada con

Ags relacionados con CEA (por ejemplo NCA) [von Kleist y col, 1972; Bordes y col, 1975].

I.D.l.b.- Mucinas

Otros ejemplos de AAT detectados por medio de ACM son: 1) la glicoproteína de alto

peso molecular semejante a mucina reconocida por el AcM B72.3, presente generalmente en

carcinomas colorectales, ováricos y mamarios [Schlom, 1986; Johnson y col., 1986] y 2) los

Ags de la membrana del glóbulo de grasa de la leche, HMFG] y HMFGZ detectados en

pacientes portadores de carcinomas mamarios [Ceriani y col., 1982].

Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular, altamente glicosiladas,

sintetizadas por tejidos epiteliales y liberadas a la circulación en grandes cantidades por la

mayon'a de los carcinomas, incluido el de mama [Brown y col., 1991]. Las que están

asociadas con cáncer de mama son estructural y antigénicamente complejas. Aunque son

expresadas tanto en células epiteliales normales de mama como en células tumorales, difieren

en las densidades relativas de sus epitopes. La primera mucina en ser clonada fue de la

membrana del glóbulo de grasa de leche humana (episialina o MAM-ó codificada por el gen

MUCl) [Hilkens y col., 1991; Peterson y col., 1991], del cual es componente mayoritario.
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Durante la lactancia, dichos glóbulos se encapsulan en una membrana que deriva de la

superficie apical de las células epiteliales secretantes [Larocca y col., 1991].

I.D.2.- Antígenos tumorales específicos (ATE)

Como ejemplo de los ATE, podemos mencionar los determinantes idiotípicos de las

inmunoglobulinas de superficie de linfomas a células B. Los tumores a células B constituyen

proliferaciones clonales de células que sintetizan inmunoglobulinas (lg) con un solo tipo de

región variable en las cadenas pesada y liviana.

Los linfomas a células B son neoplasias de linfocitos maduros en reposo y reactivos,

que generalmente expresan la inmunoglobulina sintetizada en la superficie celular. Los

determinantes idiotípicos de la inmunoglobulina de superficie de un linfoma B, pueden por

tanto servir como marcadores especificos tumorales para el clon maligno [Kwak y col., 1992].

Estudios realizados tanto en animales como en seres humanos han demostrado la utilidad del

idiotipo de la inmunoglobulina como un ATE para el estudio de la biología del linfoma B in

vitro, como blanco de inmunoterapia pasiva in vivo [Stevenson y Stevenson, 1975; Stevenson

y col., 1977; Miller y col., 1982] y como Ag específico en vacunas anti-tumorales [Kwak y

col., 1992].

En nuestro laboratorio hemos desarrollado una serie de AcM que reaccionan

específicamente con Ags presentes en células con alta capacidad proliferativa de cáncer

de mama humano. En esta tesis mencionaremos en particular los AcM FC-2.05,

FC-2.96 [Mordoh y col., 1992] y FC-2.15 [Mordoh y col., 1994] que fueron utilizados en
los experimentos de caracterización de la línea celular IIB-BR-G. Puesto que aún no se

han identificado completamente los Ags reconocidos por dichos anticuerpos, no estamos

en condiciones de considerarlos absolutamente como Ags exclusivos de tejidos

tumorales. Los ensayos de caracterización del FC-2.15 muestran reacción cruzada con

tejidos normales como granulocitos circulantes [Mordoh y col., 1995].
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I.E.- CATEGORIAS CELULARES

I.E.l.- Clasificación

El crecimiento de cualquier tejido y la renovación de algunos de ellos es función de

aquellas células capaces de la repoblación del mismo denominadas células slem. Los tejidos

celulares requieren un reemplazo constante debido al período limitado de vida de las células

fimcionales diferenciadas que lo componen. Así, la producción y muerte celular deben estar

balanceadas para mantener un estado estacionario en términos de magnitud de tejido. Los

ejemplos más estudiados de tal renovación celular en tejidos son la médula ósea, mucosa

intestinal y epidermis.

En precursores de médula ósea normal y patológica esta jerarquía ha sido descripta en

detalle [Till y McCullock, 1980]. La búsqueda de la célula stem hematopoyética comenzó

cuando se observó que ratones que habían recibido dosis letales de radiación que ocasionaron

lesiones de la médula ósea, podían revertir esta situación por la inyección de dichas células no

irradiadas. Más tarde se observó que estos animales restauraron todo su linaje hematopoyético

a partir de células de médula ósea de un dador [Spangrude, 1988].

Numerosas evidencias posteriores contribuyeron a demostrar que la médula ósea

murina contiene una jerarquía de células primitivas perfectamente distinguibles de otras por su

diferente capacidad de mantener la hematopoiesis después del transplante en recipientes

irradiados letalmente o genéticamente defectivos [Magli y col., 1982; Sutherland y col., 1990].

Las más primitivas de esas células se han definido por su capacidad de reconstitución de la

progenie en ensayos competitivos de transplante durante un largo plazo y por ser capaces de

generar tanto progenie linfoide como mieloide [Lemischka y col., 1986; Szilvassy y col.,

1989]. Dichas células son biológica, fisica y farmacológicamente diferentes de la mayoría de

las células detectables por ensayos clonogénicos a corto término in vitro e in vivo, indicando

que representan una población distinta a estas últimas [Sutherland y col., 1990].
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Con respecto a las células stem hematopoyéticas humanas, numerosas investigaciones

sugieren un paralelismo cercano con el sistema murino. En efecto, células de médula ósea

humana expuestas in vitro a agentes tales como el 4-hidiopcinïivivlnfi f 'J , a dosis tales

que matan el 90% de las células detectables por ensayos clonogénicos in vitro, conservan la

capacidad de reconstitución de la progenie [Sutherland y col., 1990], sugiriendo una pequeña

zona de superposición de las dos poblaciones.

El sistema de cultivo a largo término de médula ósea (LTC) constituye un método in

vitro apropiado para la medición y caracterización de las células slem. La fracción de células

primitivas expresan en su superficie el Ag CD34, el que se utiliza para el enriquecimiento en

células slem de los cultivos de médula ósea por inmunoselección [Dunbar y coI., 1994].

Existe el concepto generalizado de que la organización celular de las neoplasias

humanas podría estar basada en una diferenciación tejido-específica similar a la de los tejidos

normales equivalentes [Buick, 1984]. En dicha situación el crecimiento del tejido tumoral

podría atribuirse casi totalmente a las células slem tumorales. La importancia de dicho modelo

reside en el hecho de que dichas células podrían considerarse como los blancos preferenciales

de una terapia curativa. Existen informaciones que contribuyen indirectamente a apoyar la

teoría de la célula slem epitelial e incluyen experiencias clínicas con terapia radiante que dan

cuenta de un blanco específico para dicha terapia mucho menor que el tumor entero. También

incluyen evidencias de una subpoblación minoritaria con alto grado de capacidad proliferativa

[Buick, 1984]. Sobre la base de estos hallazgos biológicos y clínicos Buick y Mackillop

[1981] han propuesto un modelo de célula stem en carcinomas que intenta explicar las

propiedades de los tumores.

Una representación habitual de estos sistemas de renovación celular es la de una

jerarquía de células con un espectro de potencial proliferativo comprendiendo tres principales

componentes:

l) Un reservorio indiferenciado de células slem cuya propiedad esencial es su

capacidad de proliferación y autorrenovación, iniciando y manteniendo dicha jerarquía
clonal.
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2) Un compartimiento de transición en el que es retenida cierta capacidad proliferativa

mientras las células adquieren algunas características de diferenciación.

3) Un compartimiento altamente diferenciado incapaz de realizar división celular.

Este simple modelo [Sorin y col., 1988] (Figura l) establece la base para nuestros

diseños experimentales en el estudio de las subpoblaciones celulares con especial énfasis en las

caracteristicas de la célula stem.

I.E.2.- Métodos de identificación de subpoblaciones celulares

La identificación y caracterización de subpoblaciones celulares ha sido estudiada

preferentemente en los sistemas hematopoyéticos humano y murino. Se basa principalmente

en tecnologías que emplean AcM que se unen a Ags de "diferenciación" expresados en la

superficie celular y presentes en algunas células de una población o linaje particular

[Muller-Sieburg y col., 1986]. l

Asi se encontró, por ejemplo, que a través de un clonado a dilución límite de los

progenitores del linaje B de médula ósea, ensayado para verificar su capacidad de establecer

cultivos prolongados de células B, las células pre-B, inductoras de células del estroma

[Whitlock y col, 1987], perdían el marcador de superficie B220, presente en la mayoría de las

células pre-B y B [Coffman y Weissman, 1981].

En base a estos resultados, Spangrude y col. [1988], supusieron que aquellos

progenitores de células B que habían perdido el marcador B220, podían también perder la

expresión de otros Ags de superficie asociados con células diferenciadas en las otras ramas del

linaje hematopoyético. Así, utilizando los AcM marcados con fluoresceína correspondientes a

estos Ags, e incubando los mismos con células de médula ósea de ratón, pudieron separar

utilizando FACS, (fiuorescent activated cell sorter) las diferentes subpoblaciones celulares.
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Figura l

E m l'r í llrn mr
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Representación esquemática de la jerarquía celular en tumores en la que se muestra la
coexistencia de subpoblaciones celulares con diferente grado de diferenciación.
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La bibliografia correspondiente al análisis de subpoblaciones celulares en tumores

sólidos no es tan abundante. En publicaciones previas de nuestro laboratorio se han descripto

diferentes técnicas que intentaron dilucidar las características de las células srem de tumores

mamarios. Estos estudios comprendieron fraccionamiento celular por disgregación enzimática

de tumores primarios de mama, realización de gradientes de densidad de albúmina con

posterior separación de las subpoblaciones celulares obtenidas y análisis inmunocitoquímico

de la expresión de diversos Ags (CEA, RE). Esto, analizado juntamente con la incorporación

de (3H)dT en las fracciones del gradiente, permitió concluir por ejemplo que la mayoría de las

células en división (operacionalmente equiparables a las slem, puesto que no todas las slem se

dividen y no todas las que se dividen son slem) pierden la expresión de RE [Podhajcer y col.,

1986].

Sin embargo puesto que los gradientes celulares no pudieron realizarse en condiciones

de esterilidad (debido a la dificultad de esterilizar soluciones muy concentradas de albúmina

bovina), no file posible el cultivo posterior de las células, dificultando los experimentos

tendientes a discriminar qué fracción correspondía a las células srem.

Un trabajo previo realizado con una cepa de células MCP-7 nos permitió extraer

algunas conclusiones con respecto a las subpoblaciones de células stem y diferenciadas

[Resnicofi' y col., 1987] que no resultaron extrapolables a nuestro modelo de tumores

primarios humanos ni a otra cepa de la misma línea celular.

Por otra parte se desarrolló una técnica que permitió la detección simultánea de la

sintesis de ADN por autorradíografia y la expresión de diferentes Ags por inmunohistoquímica

(IHQ) [Sorin y col, 1988].
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I.F.- CANCER. SISTEMAS DE ESTUDIO

Los tumores humanos espontáneos son en última instancia el objeto principal de las

aplicaciones que pudieran surgir de la investigación en cáncer. Cualquier teoría o resultado

obtenido, tiene como finalidad principal la prevención o erradicación de la neoplasia.

Los métodos válidos para esta investigación incluyen estudios a nivel tisular, celular y

subcelular, los que constituyen modelos simplificados de la neoplasia. A nivel tisular las

biopsias de tumores espontáneos o producidos en animales, constituyen la fuente del material

empleado. El cultivo de tejidos con la utilización de líneas celulares establecidas o cultivos

primarios de corta duración, que emplean en general células provenientes de piezas

quirúrgicas, brinda la herramienta para las investigaciones a nivel celular. Por último, la

biología molecular nos brinda información referida a mecanismos subcelulares que ocurren

en la célula tumoral.

Por otro lado los estudios in vivo, extrapolan a las neoplasias humanas los resultados

obtenidos con modelos animales o tumores humanos desarrollados en animales

inmunodeprimidos natural o artificialmente.

I.F.l.- Cultivo de células

La justificación pn'ncipal para estudiar el cáncer abstraído del organismo entero en el

que la neoplasia se concibe, es que el defecto primario de una neoplasia ocurre dentro de una

célula. Por ello resulta interesante investigar las propiedades de las células en cultivo y sus

relaciones con el medio ambiente. Las células que primeramente han sido estudiadas en cultivo

son los fibroblastos y la mayoría de los principios concernientes al control de la proliferación

se han descubierto con ellos.

No obstante, la mayoria de los tumores espontáneos son de origen epitelial. En los

últimos años se han desarrollado sistemas para el crecimiento de algunas células epiteliales,
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hematopoyéticas o embrionarias. En general, los principios sobre control del crecimiento

descubiertos para fibroblastos se aplican bien a otros tipos celulares. Así, por ejemplo, se

produce detención del crecimiento celular ante el agregado insuficiente de nutrientes u

hormonas, ausencia de determinados sustratos (cuando las células los requieren) o cuando el

cultivo se halla a alta densidad.

La neoplasia, considerada como una alteración del crecimiento celular, resultado de

una pérdida del control ejercido por el entorno y la propia célula, puede ser estudiada

mediante la utilización del cultivo de tejidos. Poblaciones homogéneas de células pueden ser

plaqueadas en medios definidos pudiendo medirse sus respuestas y propiedades [Band y

Sager, 1989]. Las células aisladas directamente del tejido fresco de origen, a menudo no son

capaces de establecerse en cultivo. Para ello deben optimizarse algunas condiciones que

dependerán del tipo celular, como ser el agregado de un sustrato adecuado para permitir la

adhesión, el control del pH, agregado de moléculas orgánicas como aminoácidos esenciales y

vitaminas, antibióticos para permitir la esterilidad, temperatura, etc.

Una vez que las células crecen en cultivo, al cabo de sucesivos pasajes se establece la

línea celular. Las células normales son capaces de proliferar en cultivo un número limitado de

generaciones (alrededor de 50). Las células neoplásicas, en cambio, poseen en general la

propiedad de la inmortalidad.

Una de las consideraciones a tener en cuenta cuando se trabaja con lineas celulares, es

que éstas sufren cambios a través de los sucesivos pasajes. Por ejemplo, muchas líneas

celulares como Erlich o HeLa son versiones modificadas que conservan muy poca semejanza

con el tumor original [Pardee, 1985].

I.F.l.a.- Líneas celulares de cáncer de mama humano

Sólo un número limitado de lineas celulares de carcinoma mamario humano se han

establecido en cultivos continuos en las últimas dos décadas. La mayoría de estas líneas

derivan de derrames pleurales [Cailleau y col., 1974 A; Cailleau y col., 1974 B; Engel y

-30­



Introducción

Young, 1978; Engel y col., 1978; Langloís y col., 1979; Young y col., 1974; Soule y col,

1973; Keydar y col., 1979] mientras que algunas pocas fueron establecidas a partir de

carcinomas primarios ductales infiltrantes [Lasfargues y col., 1978; Nordquíst y col., 1975].

El análisis de las líneas celulares positivas para receptores hormonales [Soule y col.,

1973; Keydar y col., 1979] ha permitido conocer extensamente los mecanismos de acción de

las hormonas [Vignon y col., 1982; Vic y col., 1982; Sutherland y col, 1988], las proteínas

inducidas por las mismas [Westley y Rochefort, 1980; Masiakowski y col., 1982], y los

mecanismos de acción de las antihormonas [Sutherland y col, 1983; Osborne y col., 1984;

Thompson y col., 1988].

Mucha menos información disponible hay, sin embargo, sobre los mecanismos que

gobiernan el crecimiento de las líneas celulares negativas para receptores hormonales. El

establecimiento de nuevas líneas de cáncer de mama parece ser particularmente importante

para acceder a modelos con diferentes grados de diferenciación [Lasfargues y col., 1978]

permitiendo una comparación de los mecanismos moleculares que prevalecen en cada sistema.

Una amplia colección de líneas celulares de cáncer de mama puede ayudar además a identificar

las proteínas específicas involucradas en el desarrollo de la enfermedad.

Smith y col. [1984] han reportado que las efiisiones metastásícas muestran en cultivo

un comportamiento mucho más variable que los especímenes derivados de carcinomas

primarios. En esta Tesis describimos, como ya lo adelantáramos en Objetivos, el

establecimiento de la línea celular IIB-BR-G, derivada de un carcinoma primario ductal

infiltrante, negativo para receptores hormonales.

I.F.2.- Análisis de biopsias

El estudio del cáncer puede realizarse también analizando biopsias de tejidos tumorales

extirpados quirúrgicamente. Estos procedimientos brindan información sobre las

características de un tumor tal cual se presenta en el paciente. Además ofrece la posibilidad de
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realizar sobre este material, fijado de diferentes formas, análisis sobre la expresión de diversos

Ags por IHQ, hibridización in situ, obtención de material genético para realizar estudios

retrospectivos de presencia de determinados genes, etc.

Este material permite también clasificar anatomopatológicamente los tumores de

acuerdo a su morfología y agresividad. Estas clasificaciones serán descriptas en detalle en las

Secciones I.G.3 e I.G.4.

LF.3.—Tumores espontáneos

Los tumores espontáneos son el blanco principal sobre el cual se aplican los estudios

básicos de investigación en cáncer y por ello constituyen un sistema válido al igual que las

líneas celulares y las biopsias. No obstante, las investigaciones in vivo realizadas en base al

seguimiento de pacientes portadores de neoplasias, pese al esfuerzo que implican, no siempre

proveen una clara evidencia de cómo se origina el cáncer. Estos estudios generalmente

difieren de uno a otro paciente y pueden no ser reproducibles.

Por ejemplo, el primer estudio cuantitativo sobre velocidad de crecimiento tumoral fue

hecho por Collins y col. en 1956 usando una serie de radiografías de metástasis pulmonares

[Pardee, 1985]. En dichos estudios relacionados con la velocidad de crecimiento tumoral, se

establecía que las metástasis tendían a crecer más rápidamente que el tumor primario. Sin

embargo, muchas veces las extrapolaciones de los resultados de este tipo de estudios,

conducen a resultados erróneos, puesto que por ejemplo, las metástasis de un mismo paciente

tienden a crecer aproximadamente a la misma velocidad, mientras que el mismo tipo

histológico tumoral en diferentes pacientes puede diferir ampliamente en la velocidad de

crecimiento.

Dado que resulta indispensable la aplicación de los resultados de las pruebas de

laboratorio al hombre para el progreso de la ciencia y la cura de enfermedades, la Asociación

Médica Mundial ha redactado las "Recomendaciones para guiar la investigación en seres

humanos". Estas se han establecido claramente en la Declaración de Helsinki de 1964, cuyos

conceptos han sido ampliados en la Declaración de Tokyo-Helsinki II de 1975.
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Ambas compendian los principios morales y éticos que deben considerarse en la

experimentación en seres humanos, estableciendo una diferencia fundamental entre el

experimento cuyo objetivo es esencialmente terapéutico con respecto al paciente y el

experimento cuyo propósito es puramente científico es decir, sin finalidad terapéutica para el

sujeto mismo.

I.F.4.- Tumores transplantados

Puesto que los estudios realizados sobre neoplasias espontáneas no son en general

reproducibles, muchos aspectos relacionados con el desarrollo tumoral (acción de agentes

quimioterápicos, cinética tumoral y tratamientos) han sido estudiados usando tumores que

pueden ser transplantados en animales.

La observación de que tumores transplantados de un amplio rango de especies pueden

crecer en ratones atímicos inmunodeficientes y que tejidos normales no pueden hacerlo

[Giovanella y Fogh, 1985] sugiere que los mecanismos regulatorios y los factores de

crecimiento son inespecíficos para las distintas especies. Es por ello que los ratones atímicos

desnudos pueden ser usados para estudiar tumores humanos in vivo.

Una técnica alternativa es el ensayo de la cápsula subrenal en la cual se transplantan

pequeñas porciones de tumores heterólogos en ratones que pueden ser o no

inmunocompetentes. Este es un ensayo a corto plazo pues debe realizarse dentro de los

primeros 5-7 días de transplantado el tumor hasta que se produce el rechazo del mismo y es

especialmente útil para la determinación de la respuesta a quimioterapia de tumores humanos

[Griflin y col., 1983].

La gran ventaja experimental de usar tumores transplantables es que se posee una

fuente real de material reproducible. Sin embargo, un problema reconocido con cualquier

tejido o espécimen celular pasado de animal a animal (o de cultivo a cultivo) por muchas

generaciones, es que las propiedades del material cambian. En un tumor transplantado durante

sucesivos pasajes hay una selección de las células proliferantes de más rápido crecimiento.

Consecuentemente los tumores que emergen finalmente contienen esas células de rápido

crecimiento.
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I.G.—CANCER DE MAMA

I.G.l.- Epidemiología

Como se refirió al comienzo de esta Introducción, éste es el cáncer más común entre

las mujeres, habiendo incrementado de 26,9 a 27,5 el número de mujeres fallecidas por cada

100.000 mujeres en 1973 y 1988 respectivamente, dato éste aportado por el NCI (Estados

Unidos).

Nuestro país encaja en los valores estadísticos de los países desarrollados, siendo los

niveles de incidencia comparables a los de estos últimos. Estos valores son en general cinco

veces mayores que en los países de Asia y Africa. Los inmigrantes de esos paises a Norte

América, no experimentan cambios en su propio riesgo de desarrollar cáncer, pero sus

descendientes en primera y segunda generación, presentan tasas de riesgo que se aproximan a

los de la población autóctona.

I.G.2.- Factores de riesgo

Los principales factores de n'esgo para cáncer de mama incluyen la historia menstrual y

reproductiva y la histon'a familiar. Los factores menstruales comprenden una serie de

asociaciones que apuntan al importante rol de los ovarios fimcionantes en la génesis del cáncer

de mama. Por ejemplo, la castración, ya sea ésta realizada por cirugía o radioterapia, reduce

sustancialmente el riesgo de desarrollar cáncer de mama en la mujer. Esta reducción es mayor

cuanto más temprana sea la castración y la ooforectomia anterior a los 35 años reduce el

riesgo a 1/3 del que experimenta una mujer que desarrolla una menopausia natural. En

adición, las mujeres con una menarca temprana y aquellas con una menopausia naturalmente

tardía son las de más alto riesgo.

La característica reproductiva más fuertemente asociada con el riesgo de desarrollar

cáncer de mama es la edad a la cual una mujer tiene su primer hijo. Cuanto menor sea ésta,

menor será el riesgo de desarrollar cáncer de mama.
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Con respecto a la historia familiar, aquellas mujeres que tienen un familiar en primer

grado con cáncer de mama, poseen un riesgo dos a tres veces mayor que la población general.

Este riesgo es aún mayor si el familiar fiJe afectado a una edad temprana o tiene enfermedad
bilateral.

I.G.3.- Clasificación de tumores mnmarios

El examen histopatológico del cáncer de mama ofrece información que permite:

1) Establecer el diagnóstico de la lesión.

2) Determinar factores pronósticos.

3) Conducir a un mayor entendimiento de la biología de la enfermedad.

Existen varias clasificaciones de carcinomas mamarios que se usan corrientemente.

Los estudios morfológicos realizados en un órgano están basados en unidades

anatómicas o estructurales presentes en el mismo. En la mama femenina dichas unidades

consisten en conductos (ductos) de tamaño pequeño, mediano y grande. A partir de ellos se

desarrollan una variedad de tipos tumorales.

l) rinminr |

Tumores derivados del epitelio ductal que se encuentran sólo dentro del lumen de los

ductos de origen y no invaden el estroma circundante.

Dentro de esta clasificación se encuentran distintos tipos dependiendo de la diferente

configuración. Así tenemos:

a) Carcinomas papilares: crecen dentro del ducto con configuración papilar. Este tipo de

lesiones comprende el 1% de los cánceres de mama.
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b) Comedo carcinoma: Esta forma de carcinoma intraductal se caracteriza por un

crecimiento más sólido dentro de los ductos, típicamente acompañado por detritos. Estos

tumores cuando no son invasivos, presentan un excelente pronóstico.

2) rinm linfilrn

En estos tumores no se reconoce un tipo especial de estructura histológica por lo que

se los designa NOS (not otherwise specified) y son los tumores ductales más comunes,

representando casi el 70% de los cánceres mamarios. Se caracterizan por su dureza a la

palpación. La macroscopía revela focos necróticos. Histológicamente presentan varios grados

de respuesta fibrótica. En general no alcanzan gran tamaño. Comunmente metastatizan a

ganglios linfáticos axilares y su pronóstico es el más pobre de los distintos tipos tumorales.

3) r in m m l r

Comprende del 5 al 7% de todos los carcinomas mamarios; es una lesión circunscripta

de grandes dimensiones que muestra bajo grado de infiltración. Este tumor se caracteriza por

una amplia infiltración del tejido tumoral por pequeños linfocitos.

4) gargingma tubular

Es un tipo de tumor con evidente formación de túbulos. Se caracteriza por presentar

grado nuclear alto y cierta polaridad de sus células.

5) gargingma mggingsg

Comprende el 3% de todos los carcinomas mamarios. Este carcinoma ductal se

caracteriza microscópicamente por sus nidos de células epiteliales flotando en una matriz

mucinosa. Cuando el tumor es predominantemente mucinoso el pronóstico tiende a ser bueno.

6) rinm ilrinfilrn

Es un tipo raro que comprende el 1% de los tumores. Típicamente son de crecimiento

lento, siendo poco común la invasión de ganglios linfáticos y el pronóstico luego del

tratamiento es excelente.
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Este carcinoma den'va de las terminaciones de los pequeños ductos de la mama. La

variedad no invasiva, llamada carcinoma lobulillar in situ, se caracteriza por grupos de células

anaplásicas pequeñas, de elevado grado nuclear que yacen dentro de los lobulillos. Cuando

esta lesión se encuentra rodeando al conjunto de lobulillos o ductos terminales, se denomina

carcinoma lobulillar invasivo.

8) Enfermedad de Engel;y carcinoma inflamatorio

Existen dos entidades que presentan manifestaciones especiales dentro del cáncer de

mama. Ellas son la enfermedad de Paget que se da entre el l y 4% de los pacientes con cáncer

de mama y el cáncer inflamatorio. La primera se manifiesta como un proceso eczematoso del

pezón, que finalmente resulta asociado a un tumor subyacente que no siempre se palpa. El

segundo se caracteriza por un prominente edema de piel, enrojecimiento y calor. Aunque este

último en apariencia se halla localizado, el pronóstico es pobre.

Hay otros tipos histológicos menos frecuentes de carcinoma mamario que han sido

descriptos (ca. adenoquístico, carcinosarcomas, ca. escamosos puros, ca. metaplásicos, ca. de

células basales y ca. n'cos en lípidos). Debido a su rareza no ha sido posible realizar correlatos

clínicos.

I.G.4.- Grados histológicos y nucleares de tumores mamarios

Se ha dirigido especial atención a la posible relación entre el comportamiento de los

neoplasmas malignos y su grado de anaplasia.

Los carcinomas mamarios se han clasificado en tres grados histológicos de malignidad

dependiendo del grado de formación tubular, tamaño de las células, tamaño del núcleo, grado

de hipercromatismo y número de mitosis [Bloom y Richardson, 1957].
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Tumores de bajo grado de malignidad se han designado como grado l y de alto grado

de malignidad como grado 3. En un análisis realizado en los Estados Unidos, el 69,6% de los

tumores fiieron clasificados como de grado histológico 3 y sólo el 2,3% son lo

suficientemente diferenciados para ser clasificados en el grado l.

Otro tipo de clasificación es la de Fisher [1975]. En ella se tiene en cuenta la atipia del

núcleo y la histología del tumor. Se indica como grado histológico y nuclear (GI-LIGNH)donde

n varía de 1 a 3, siendo 1 el grado más diferenciado y representando 3 la mayor apariencia

anaplásica.

I.G.5.- Estadificación clínica

El estadío se determina para el agrupamiento de los pacientes de acuerdo a la

extensión de su enfermedad. Es útil para determinar la elección del tratamiento, estimar su

pronóstico y comparar los resultados de diferentes programas de tratamiento.

El estadío se determina inicialmente sobre una base clínica y está basado en el examen

fisico y evaluación de los datos de laboratorio y radiológicos.

El sistema utilizado para determinar el estadío de los pacientes involucrados en esta

Tesis, es el adoptado por la UICC (Unión Internacional contra el cáncer) y la AJCC

(American Joint Commission on Cancer Staging and End Results Reporting). Está basado en

el sistema TNM (T tumor; N nodes (ganglios); M metástasis). En él se contempla el tamaño

del tumor primario, la presencia y distribución de ganglios linfáticos regionales y la presencia y

localización de metástasis distantes.

I.G.6.- Terapia sistémica del cáncer de mama

La terapia sistémica del cáncer de mama ha evolucionado a un estado de gran

complejidad y, en algunos momentos, de controversia. Los tratamientos disponibles en general

comprenden terapia hormonal, con el empleo de agentes antihormonales y terapia citotóxica,

con la utilización de agentes quimioterápicos combinados. La elección de la misma dependerá
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del estadío clínico, extensión de la enfermedad, estado menstrual de la paciente y dependencia

hormonal. Esta última se establece con la determinación de los receptores hormonales, de los

que hablaremos a continuación.

I.G.7.- Receptores hormonales

Los receptores hormonales son proteínas citoplasmáticas que unen y transfieren la

molécula esteroide apropiada al núcleo para que ésta ejerza su función. La determinación más

útil desde el punto de vista clinico es la expresión del Receptor Estrogénico (RE), aunque

también se utiliza la expresión del Receptor a la progesterona (RPg) [McGuire y col., 1986].

La capacidad de unión se expresa como fentomoles de estradiol("H) unido por mg de proteína

citosólica. Los valores por encima de lO fmoles/mg prot. son considerados positivos, mientras

que los tumores con menos de 3 fmoles/mg prot. son RE- o RPg-.

Aproximadamente el 60-70% de todos los tumores primarios de mama-son RE+. La

extensión de la positividad es proporcional al grado de diferenciación y al tipo histológico.

Aproximadamente el 90% de los tumores ductales bien diferenciados y los carcinomas

lobulares, son RE+. El carcinoma ductal infiltrante es el tipo de cáncer de mama más común y

es RE+ en el 60 a 70% de los casos. El RE y el RPg se coexpresan en el 46% de los casos.

Sin embargo presentan una respuesta del 77% a la terapia hormonal cuando ambos se

expresan [McGuire y col., 1986].

Otra forma de determinar los RE y RPg es por inmunohistoquímica, mediante la

utilización de ACMespecíficos contra las proteínas RE o RPg. En este caso los resultados se

expresan teniendo en cuenta el número de células positivas y la intensidad del cromógeno

utilizado.

I.G.8.- Catepsina D y cáncer de mama

En las líneas celulares de cáncer de mama humano que contienen RE, los estrógenos

estimulan la proliferación celular y la síntesis de varias proteínas [Allegra y Lippman, 1978;
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Horwitz y McGuire, 1978; Westley y Rochefort, 1980]. Estas proteínas así reguladas, ayudan

a comprender el mecanismo de acción de los estrógenos y su papel en la carcinogénesis.

Rochefort y col. han estudiado extensamente una glicoproteína de 52 kD homologada

con la aspartil proteasa catepsina D (Cat D) [Capony y col., 1987; Augereau y col. 1988].

Esta es secretada en exceso por células MCF-7 después de estimulación estrogénica [Westley

y Rochefort, 1980] y por otras células de cáncer de mama humano metastásico en cultivo

priman'o [Veith y col., 1983].

Esta endopeptidasa lisosomal en condiciones normales es producida como una

proenzima inactiva de 52 kD y es procesada intracelularmente en una forma intermedia de 48

kD y otra madura de 34 kD [Capony y col., 1987], siendo la última más abundante y estable

[Morisset y col., 1986].

Las células mamarias normales secretan in vitro menos del 5 % de la pro-Cat D

sintetizada. Por el contrario, las líneas celulares de cáncer de mama pueden secretar hasta el

60% de la proenzima inactiva, como resultado de un procesamiento alterado del precursor de

52 kD a nivel de su interacción con los receptores de manosa-ó-fosfato [Capony y col., 1989].

La pro-Cat D secretada, activada bajo condiciones acídicas, _escapaz de digerir la

matriz extracelular de células endoteliales de córnea bovina, sugiriendo un rol potencial en

invasión tumoral [Briozzo y col., 1988].

Además, el incremento de expresión de la Cat D en el cáncer de mama humano se ha

asociado con un peor pronóstico de la enfermedad [Thorpe y col., 1989]. Esto se ha

corroborado en estudios realizados para determinar la correlación entre el nivel de Cat D en

citosoles de tumores priman'os y el pronóstico. Se observó que los pacientes cuyos tumores

contuvieron altos niveles de Cat D, han tenido menor intervalo libre de enfermedad y menor

tiempo de sobrevida [Rochefort, 1990]. Estos datos apoyarían la atractiva hipótesis de que la

Cat D secretada por las células tumorales ayudaría a degradar la membrana basal facilitando

por tanto la invasión y formación de metástasis [Rochefort, 1990].
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Sin embargo existen controversias respecto a lo anteriormente enunciado puesto que

estudios histoquímicos de la localización de Cat D expresada en tumores de mama, han

mostrado que la presencia de altos niveles de la enzima localizada específicamente en las

células tumorales es un marcador de buen pronóstico [Henry y col., 1990].

Además, como ya se mencionó, el pH óptimo requerido por la enzima (2,5-3,5

dependiendo del sustrato), es mucho menor que el pH que se encuentra usualmente en el

fluido extracelular [Mycek, 1977]. Estudios de invasividad realizados en nueve clones de

MCP-7 con cámara de Boyden, mediante la cual se mide la habilidad de una célula de invadir a

través de una membrana basal artificial [Johnson y col., 1993], demostraron que no hubo

correlación entre los niveles de secreción de Cat D y la capacidad invasiva de cada clon.

Las evidencias mostradas no ayudan a definir el rol que desempeña la Cat D en los

procesos de invasión y formación de metástasis.

I.H.- ANTICUERPOS MONOCLONALES

I.H.l.- Generalidades

La administración de Ac con propósitos diagnósticos o terapéuticos, es un concepto

antiguo. La inmunoterapia pasiva fiJe introducida en la práctica clínica en 1891 cuando Emil

von Behring desarrolló la primera antitoxina difiérica. Esto fue seguido por un intento de

producir antisuero contra un sarcoma osteogénico humano en dos perros y un asno en 1895

[Perkins y Pimm, 1991]. La inyección del Ac fiJe seguida por una reducción en el tamaño del

tumor localizado en la pared del tórax. Subsecuentemente 50 casos fueron tratados de esta

forma con resultados satisfactorios. Otros investigadores no pudieron reproducir dichos

resultados en aquel momento y aún en años recientes sólo se han hallado efectos antitumorales

mínimos y transientes en pacientes ocasionales. La prueba de la localización específica de Acs

en tumores in vivo, se logró recién con el desarrollo de técnicas para la marcación isotópica de

proteínas.
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De esta forma un Ac desarrollado en conejo contra riñón de rata y radioiodinado, mostró su

localización en dicho órgano [Perkins y Pimm, 1991]. Por otra parte Acs antitumorales

inyectados por vía endovenosa en ratones, mostraron localización en el sitio antigénico.

El descubrimiento de los AAT dió el impulso necesario para encarar la posibilidad de

realizar estudios similares en humanos. El CEA fue el primero de estos Ags en ser descripto y

la localización de anti-CEA radiomarcado en pacientes con diferentes neoplasias, fue

demostrada en 1978 [Goldenberg y co|., 1978]. Otros estudios de localización fueron

efectuados rápidamente [Mach y col., 1980] e incluyeron otros blancos como la gonadotrofina

coriónica humana y la alfa-fetoproteína (AFP) [Goldenberg y col., 1980; Halsall y col., 1981].

Pero fue la tecnología de AcMs desarrollada por Kohler y Milstein [1975] la que

produjo grandes beneficios en el desarrollo de numerosas áreas relacionadas con la

investigación del cáncer. El análisis de las moléculas que componen la superficie celular ha

sido particularmente revolucionado. Aunque la serología convencional realizada con suero

inmune ha logrado el conocimiento de Ags del grupo sanguíneo, Ags de histocompatibilidad y

Ags de diferenciación en ratones y humanos, los AcMs permitieron el descubrimiento de

nuevos Ags de superficie celular y en particular nuevos AAT [Lloyd y Lloyd, 1989]. Cada

aspecto del estudio de los mismos, su caracterización bioquímica, distribución tisular, etc., se

ha facilitado por el empleo de los AcMs. En el estudio de AAT de neoplasias humanas, una

serie de glicoproteínas y glicolípidos de superficie han sido descubiertos mediante ACM de

on'gen mun'no.

Actualmente existen numerosas publicaciones que dan cuenta del uso de AcM para

localización y terapia.

I.H.2.- Radioinmunodetección (RID) con AcM

La localización específica de un Ac se demostró en forma convincente en 1957

mediante una técnica de marcación en la cual un antisuero específico tumoral y un suero no

inmune, cada uno de ellos marcado con un radioisótopo diferente, fueron inyectados en
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animales portadores de tumor [Perkins y Pimm, 1991]. El conteo de ambos isótopos en

muestras de tejido confirmaron la localización específica del Ac. Los mismos investigadores

demostraron que los tumores en animales podían ser visualizados por centellografia externa

luego de la localización radioactiva del Ac [Pressman, 1980].

La primera imagen exitosa de tumores humanos fue descripta en 1967 cuando se

utilizó un Ac radioiodinado de conejo anti-fibrinógeno para reaccionar con el fibrinógeno de

los tumores. Subsiguientemente se llevó a cabo el primer estudio clínico de

radioinmunoterapia [Spar y col, 1967].

I.H.2.a.- Elección del AcM para RID

La utilización de los ACMha resuelto Ia mayoria de las dificultades relacionadas con la

RID. Estos podrían ser preparados exclusivamente contra ATE y carecerían de reacción

cruzada. Además algunos trabajos in vitro y en animales muestran una incorporación del AcM

por el tumor, algo superior en comparación con antisueros policlonales, pero esto no aporta

importantes beneficios clínicos. Esto es debido, entre otras cosas, a que la afinidad del Ac

debe ser elevada, lo que no siempre es fácil de lograr y que la purificación, radiomarcación y

estabilidad in vivo presenta algunas dificultades [Perkins y Pimm, 1991]. Diversas razones

hablan en favor de la utilización de uno u otro tipo de Ac.

Algunos de los requisitos a tener en cuenta para la elección del Ac a utilizar se

describen a continuación:

l) Especificidad: La extrema especificidad de los AcM, puede reducir la acumulación del

mismo en el tumor si la cantidad del Ag es limitada, especialmente si los Acs sólo pueden

reconocer un sitio de unión (epitope) por molécula de Ag.

2) Localización: Con respecto a la localización del Ag, lo habitual es que los AcM reaccionen

con Ag de la superficie celular, aunque también se han obtenido buenas imágenes con Ag

intracitoplasmáticos.



3) Afinidad y avidez: Para RID se requiere un Ac con alta afinidad, con una constante

sugerida para la misma de 10'° M" [Larson, 1985]. La avidez de un Ac puede definirse como

la "fiierza de combinación del Ac con el Ag" y está determinada por la afinidad y la valencia.

Las IgM constituyen los Ac con la mayor avidez a pesar de su baja afinidad, y por esta razón

se espera obtener con ellos buenas imágenes; sin embargo, un factor a tener en cuenta, es su

relativamente lenta liberación de la circulación debida a su tamaño.

4) Especies y subclases: La principal consideración a tener en cuenta en la elección de la

especie apropiada de Ac, es que la interacción de la Ig con el receptor de Fc de las células del

recipiente que lo expresen, sea minima. Una gran interacción del Fc resulta en un rápido

"clearence" del Ac de la circulación, siendo insuficiente el tiempo para que el tumor lo capture

y produciéndose una acumulación del Ac marcado en el hígado, bazo y médula ósea. Una

alternativa constituye la preparación de fragmentos Fab de un Ac en el que la interacción de la

región Fc constituya un problema [Larson, 1985].

I.H.2.b.- Elección del radioisótopo

La selección de un Ac radiomarcado adecuado requiere la consideración de un número

de factores. Estos incluyen la vida media (fisica y biológica), la energía gamma emitida, la

estabilidad, el costo y la facilidad con que es marcado el Ac, etc. La vida media fisica ideal de

un Ac apropiado para imágenes es de 2-4 días, con una vida media biológica similar, un rango

de energía gamma de 150-200 keV y estable. La vida media biológica depende de la

bioquímica del Ac y la química del isótopo. Si el isótopo forma una unión estable con el Ac y

no hay daño del mismo durante la marcación, entonces la vida media será similar a la del Ac

nativo.

l) Iodinación: Constituye un método seguro y confiable de radiomarcación de proteínas y en

particular Ac. Los isótopos utilizados son el [ml], ['ZSI],[ml] y [ml], [Bradwell y col., 1985;

Epenetos y col., 1982] aunque estos dos últimos son poco disponibles comercialmente.
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2) Quelatos radiometálicos: la unión del Ac a Ags de superficie, puede resultar en rápidos

movimientos de la membrana y liberación del complejo Ag-Ac al plasma, o internalización y

degradación del mismo. En el caso de Ac iodinados, ocurre una rápida deiodinación y

excreción. En contraste, una marcación celular estable conduce a la concentración intracelular.

El Indio y otros metales son retenidos de esa manera, pero a diferencia de los isótopos de

Iodo no forman uniones covalentes con las proteínas. La marcación es por unión covalente de

un grupo quelato fiierte al Ac y luego éste se une al metal. Los isótopos así utilizados son el

['“In] y el [MTC], [Perkins y Pimm, 1991].

I.I.- POLIAMINAS Y CANCER

Todas las células contienen cantidades significativas de las poliaminas putrescina,

esperrnidina y espermina. Aunque la función fisiológica de estas aminas no está bien entendida

a nivel molecular, sus concentraciones están altamente reguladas y tanto los procesos de

crecimiento celular normal como de diferenciación requieren poliaminas [Mc Cann, 1987].

El camino metabólico para la biosíntesis de poliaminas en células de mamíferos incluye

la actividad de la enzima ornitina decarboxilasa (ODC) que convierte ornitina en putrescina, la

que pasa luego a esperrnidina y finalmente a espermina. En estas células la ornitina es provista

por el plasma y se forma también dentro de la célula a partir de la arginina por acción de la

arginasa. ODC está presente en muy pequeñas cantidades en células quiescentes y su actividad

puede incrementarse varias veces en pocas horas de exposición a estímulos tróficos. Dichos

estímulos incluyen hormonas, drogas, regeneración de tejidos y factores de crecimiento.

Numerosos estudios han sugerido que las poliaminas juegan un rol importante en la

proliferación celular y diferenciación [Sunkara y col.; 1987]:

a) Se demostró claramente una asociación específica entre el incremento en la síntesis de

poliaminas y algunos eventos primarios y/o secundarios involucrados en la transformación

celular inducida por virus [Don y col., 1975].
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b) En diversos modelos de inducción tumoral mediante carcinogénesis química (tumor en piel

de ratón, carcinogénesis hepática inducida por diaminoazobenceno) se produjo una inducción

de actividad de ODC con el correspondiente incremento de la biosíntesis de poliaminas, luego

de la administración del carcinógeno [Sunkara y col, 1987].

c) Las concentraciones de espermidina y putrescina, así como los niveles de actividad de ODC

en tumores animales experimentales (hepatomas de rata y carcinoma ascítico de Erlich), son

relativamente altos comparados con los encontrados en hígado de rata en regeneración

[Russell y Snyder, 1968].

d) Las poliaminas se encuentran en altas concentraciones tanto en tejidos neoplásicos como en

fluidos corporales extracelulares de pacientes portadores de neoplasia. En pacientes con

leucemias, linfomas o tumores sólidos existe un aumento de la excreción urinaria de

poliaminas con respecto a controles normales [Russell y co|., 1971].

Después que ODC fiJe establecida como una de las enzimas limitantes en la biosíntesis

de poliaminas en eucariotes, el diseño y la síntesis de inhibidores especificos de ODC se

convirtió en el paso lógico para intentar el control de la rápida proliferación celular (además

de determinar el rol de las poliaminas) [Bey y col, 1987].

I.I.l.- Inhibidores de ODC

Varios análogos del sustrato fueron sintetizados como potenciales inhibidores

competitivos de la enzima. Sin embargo, al ser éstos removidos del sistema, la enzima

recuperaba su actividad, lo que los hacía inaceptables para su uso farmacológico in vivo.

Entre otros inhibidores de ODC se encuentran los que inhiben irreversiblemente la

actividad de la enzima. Estos son pseudosustratos de la enzima blanco, químicamente inertes

que incorporan en su estructura un grupo latente que es transformado como resultado de un

intercambio catalítico en especies que eventualmente inactivan la enzima [Bey y col., 1987].
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El diseño de estos inhibidores irreversibles ha sido particularmente exitoso: existen

más de 30, los que pueden ser análogos de Ia ornitina o de la putrescina. De éstos

difluormetilornitina (DFMO), uno de los primeros inhibidores de este tipo en ser sintetizado,

ha sido por casi una década el compuesto de elección en el bloqueo de la biosíntesis de

poliaminas in vivo.

I.I.l.a.- DL-aIfa-DFMO

Como ya se dijo anteriormente el DFMO es un inhibidor irreversible potente y

específico de ODC [Sunkara y col; 1987]. Esta inhibición conduce a una disminución

intracelular de las concentraciones de Put y espermidina e inhibe el crecimiento celular de un

número de células en cultivo [Seidenfeld y col, 1981] y de tumores animales in vivo [Prakash

y col.,l978].

Cuando es administrado durante términos cortos es generalmente bien tolerado por

animales experimentales. Una dosis oral única de 5 g/Kg no tiene efectos adversos en ratón.

La administración de una dosis total diaria de 4 g/Kg durante 4 semanas a ratones y ratas no

disminuyó su ganancia normal de peso y no se encontró toxicidad en órganos.

En cambio, la administración de DFMO por 6 o más semanas a ratones atímicos

portadores de un tumor humano de pulmón, resultó en pérdida de peso, diarrea y

debilitamiento [Luk y col., 1986].

I.I.2.- Efectos celulares de los inhibidores de poliaminas

Los estudios iniciales sobre la correlación de los niveles de poliaminas y la rápida

proliferación celular, indicaron el requerimiento de las mismas en la síntesis de ADN y la

proliferación celular. Se evidenció actividad antiproliferativa del DFMO contra distintas líneas

celulares en cultivo: HTC, leucemia LlZlO, adenoma humano de próstata MA-160 [Mamont

y col., 1978]. Los efectos inhibitorios fueron completamente revertidos por el agregado de

Put y espermidina exógena. Dicha acción también fue comprobada en otras células como
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linfocitos estimulados por Concanavalina A [Seyfried y Morris, 1979], células HeLa [Sunkara

y col., ¡987] y carcinoma ascítico de Erlich [Oredsson y co|., 1980].

Cada uno de estos estudios confirmaron que el DFMO era un agente citostático. Sin

embargo observaciones iniciales en carcinoma humano de pulmón a células pequeñas,

indicaron que algunos tipos celulares tumorales no pudieron sobrevivir durante la inhibición

crónica de ODC [Luk y col., 1982]. Estos resultados se han extrapolado a la línea celular

HL-60 de leucemia promielocítica humana, células HeLa y células de melanoma de ratón Bló

[Sunkara y col., 1987]. En el caso de carcinoma de pulmón a células pequeñas, la depleción

de poliaminas inducida por DFMO fue seguida de una pronunciada pérdida celular y rápida

disminución de viabilidad. En los casos de HeLa y B16 se encontró disminución de la

eficiencia de plaqueo. Más aún, B16 mostró mayor sensibilidad y un incremento en la

citotoxicidad que alcanzó un 80% al cabo de 7 días de tratamiento de los cultivos con DFMO

(determinada por la eficiencia de plaqueo) comparada con el control.

Estos resultados indican que DFMO es un agente citostático o citotóxico dependiendo

de la línea celular empleada.

I.I.3.- Efectos in vivo de inhibición de poliaminas en tumores experimentales.

Monoterapia con DFMO

l) No humanos

Estudios realizados con leucemia L1210 en ratón mostraron actividad antitumoral

cuando el DFMO fue administrado sistémicamente de modo fi'ecuente. El incremento en el

tiempo de sobrevida observado fiJe del 23% comparado con los controles no tratados.

Trabajos subsiguientes empleando el mismo modelo tumoral pero con DFMO administrado en

el agua de bebida con dosis más elevadas, indicaron sólo un pequeño incremento en el tiempo

de sobrevida, aunque hubo disminuciones significativas en las concentraciones intracelulares

de Put y espennidina [Sunkara y col., 1987]. Con la misma vía de administración en el caso

del tumor sólido EMT, el crecimiento del mismo en ratón se inhibió el 80% alrededor del día

35 comparado con los controles no tratados.
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Un trabajo más extenso con una variedad de otros modelos tumorales experimentales

ha indicado que en general el DFMO como agente único es sólo moderadamente efectivo en

la reducción sustancial del crecimiento tumoral aún cuando la terapia fue iniciada durante las

etapas tempranas del desarrollo tumoral [Sunkara y col., 1987]

El melanoma B16 desarrollado en ratón resultó ser el más sensible a la actividad

antiproliferativa del DFMO. Cuando la droga fue administrada oralmente se observó más del

80% de inhibición del crecimiento tumoral.

2) Humanos

Implantes de carcinoma humano de pulmón a células pequeñas, establecidos en ratones

desnudos atímicos, respondieron exitosamente a la terapia oral con DFMO. Este carcinoma es

un tumor sólido inusual porque al comienzo de la enfermedad a menudo responde bien a

quimioterapia combinada. Es así que muchos pacientes con cáncer de pulmón a células

pequeñas alcanzan remisión parcial o completa luego de la terapia inicial. Sin embargo la

enfermedad casi siempre reaparece y los pacientes mueren en un intervalo de 13 meses.

Actualmente se están llevando a cabo en EEUU, ensayos clínicos de Fase II,

combinando el DFMO con IFN en pacientes con melanoma [Sunkara y col., 1987].
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Materiales y métodos

I.- TUMORES PRIMARIOS

I.a.- Material para las determinaciones simultáneas de CEA y TLl

El material fue obtenido de 53 pacientes con cáncer de mama que acudieron a la

consulta en el Hospital Privado Güemes y el actual Policlínico Eva Perón (ex Hospital Castex

de San Martín) y fueron sometidas a mastectomías o tumorectomías. Los tejidos tumorales

fiieron recogidos en condiciones estériles en Medio mínimo esencial Eagle's (MEM, GIBCO).

Fue confirmado el diagnóstico de adenocarcinoma mamario de todas las muestras, en cortes

por congelación. El estadío clínico de los pacientes fue realizado de acuerdo a las definiciones

de la AJCC y la UICC para la clasificación TNM.

I.b.- Medición del TLI

Fue llevado a cabo de acuerdo a Silvestrini y col. [1987] con leves modificaciones: 5 a

10 fragmentos de l mm’, obtenidos de las muestras tumorales fueron incubados dentro de la

primer hora luego de su excisión quirúrgica, durante 4 hs. a 37°C en 2 ml de MEM

conteniendo 10% de suero fetal bovino (FBS) en presencia de 2 uCi/ml de [’H]dT (Act.Esp.

50-80 Ci/mmol, New England Nuclear). Experimentos preliminares llevados a cabo con varios

tumores no mostraron diferencias en el TLI con tiempos mayores de incubación.

Al finalizar el período de incubación, las muestras fueron lavadas tres veces de 15 min.

c/u con PBS (phosphate butïer saline) frío, fijadas con formol al 10 % y embebidas en parafina

para su procesamiento rutinario. Secciones de 5 pm fueron montadas en portaobjetos

gelatinizados y luego de la determinación de CEA (que describimos en la sección siguiente),

los portaobjetos fueron lavados 3 veces con 5 % TCA (ácido tricloroacético) y HZOdestilada

y luego embebidos en emulsión Kodak NTB-Z Nuclear Track (Eastman Kodak Co.,

Rochester, NY). Al cabo de 2 semanas de exposición a 4°C en oscuridad, los portaobjetos

fueron revelados con reactivo Kodak D19 (Eastman Kodak Co.), teñidos con Hematoxilina de

Harris y montados en Permount.
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El recuento de los granos de plata depositados y la positividad del CEA fueron

simultáneamente evaluados con un microscopio Zeiss Standard (aumento 1.000 X). El

recuento se realizó sobre LOGO-2.000 células de la periferia de los fragmentos, para

determinar la incorporación de [’H]dT [Meyer y Bauer, 1975; Meyer, 1984, Meyer y Bauer,

1976; Meyer y col., 1983]. Las muestras incubadas sin [’H]dT fiieron usadas como controles.

I.c.- Determinación de CEA

El método del triple puente peroxidasa-antiperoxidasa fue usado como se describiera

previamente [Bravo y col., 1985]. Como controles positivos fueron usados carcinomas de

colon y los controles negativos se realizaron sustituyendo el Ac anti-CEA (Dako

Immunoglobulins, Denmark) por PBS o realizando la técnica en linfomas no-Hodgkin y

sarcomas [Bravo y col., 1985].

I.d.- Morfología tumoral

La clasificación histológica fue realizada en base a van Bogaert y Maldague [1978] y el

grado tumoral fue realizado en las mismas secciones de tejido siguiendo el criterio de Bloom y

Richardson [1957]. De acuerdo a esta clasificación los tumores con Grado I son los de menos

malignidad y los de Grado III los de mayor malignídad.

I.e.- Disgregación enzimática

Los tumores primarios que se utilizaron en estos experimentos, se obtuvieron a través

del Servicio de Ginecología del Hospital Rivadavia: El material quirúrgico fresco de

tumorectomías, fue limpiado de grasa, tejido necrótico y tejido normal adyacente. Los

tumores así procesados se cortaron en fragmentos de aproximadamente l mm3 y se

sometieron primero a un proceso de disgregación mecánica con agitación suave, separándose

las células obtenidas. Posteriormente se realizó una digestión enzimática con colagenasa (1,4

mg/ml), ADNasa (0,3 mg/ml), elastasa (0,1 mg/ml) y hialuronidasa (l mg/ml), según se ha

descripto [Podhajcer y col., 1986], en medio de cultivo conteniendo además selenito de sodio

20 nM y ácido ascórbico 100 pM.
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Luego de 2-4 hs. de digestión a 37°C con agitación suave, la suspensión celular

obtenida se filtró a través de sucesivas mallas de poliester de tamaño de poro decreciente,

separándose así de restos de tejido y lográndose una suspensión unicelular. Esta se centrifugó,

se lavó dos veces con PBS a fin de eliminar trazas de enzimas y se sometió a un gradiente de

densidades de Percoll como se describe a continuación.

I.f.- Gradientes de Percoll

Las células obtenidas según se describió en la Sección anterior, fueron separadas en

subpoblaciones en base a diferencias en sus densidades. Para ello se utilizaron gradientes de

Percoll, un compuesto de silica coloidal recubierto con PVP (Percoll AB Pharmacia, Uppsala,

Suecia). Siguiendo indicaciones de los fabricantes, se prepararon soluciones de Percoll en

sacarosa 0,25 M de densidades: 1,035; 1,040; 1,050; 1,060; 1,065; 1,070 y 1,080 g/ml

respectivamente. 2 ml de cada solución se depositaron manualmente en densidades

decrecientes consecutivas en un tubo de 15 ml hasta obtener un gradiente preformado. 3-6 x

106células provenientes de la disgregación de cada tumor tal cual se explica en la Sección I.e.,

resuspendidas en 1 ml de PBS suplementado con Ca” y Mg” fueron sembradas sobre el

gradiente preformado. El gradiente se centrifugó a temperatura ambiente por 45 min. a 800 x

g. El incremento del tiempo de centrifugación no produjo alteración en el patrón obtenido.

Al finalizar la centrifugación, cada interfase presentó una banda de células, las que se

recogieron individualmente con pipeta Pasteur y se diluyeron con 5 volúmenes de PBS,

procediendo a su recuento en cámara de Neubauer. Las subpoblaciones obtenidas y una

fracción de células totales que no pasaron por el gradiente, se plaquearon en agar blando para

la determinación del IC (índice clonogénico).

l.g.- Ensayo clonogénico

Se utilizó la técnica de agar blando para estimar la capacidad clonogénica de las

subpoblaciones celulares aisladas de los gradientes. La técnica descripta por Hamburger y

Salmon [1977], consiste en utilizar una doble capa de agar blando, de las cuales sólo la

superior contiene células, a fin de favorecer su crecimiento en forma independiente del anclaje.
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Brevemente: se colocó en una placa de 24 pocillos una base ("underlayer") de 0,3 ml

de agar 0,5% en el medio de cultivo en que habitualmente crecen las células; una vez

solidificada, sobre ella se agregó la segunda capa ("toplayer") de 0,3 ml, conteniendo las

células resuspendidas en agar 0,35% en el medio de cultivo que se describe en la Sección I.h.

Cada punto se realizó por triplicado. La placa se incubó a 37°C en atmósfera húmeda con 5%

de CO2 durante 21 días.

El número de células plaqueadas osciló entre 5 y lO x 104/ 0,3 ml, dependiendo

fundamentalmente de la cantidad de células obtenidas y siendo necesaria esta cantidad, debido

al bajo número de colonias que forman en general las células de cultivos primarios tumorales.

El recuento de las colonias formadas al cabo del período de incubación, se realizó con

un estereo microscopio Zeiss (aumento 63 X), promediando los datos brindados por dos

observadores. Los resultados se expresaron como Número de colonias formadas por cada

100 células (IC).

I.h.- Medio de cultivo para células de tumores primarios

Las células fueron crecidas en una modificación que realizamos del medio descripto

por Stampfer [Stampfer y col., 1980] para organoides de mama normal: medio mínimo

esencial Dulbecco/ mezcla de nutrientes Ham F12 (lzl), suplementado con 10% de FBS

(suero fetal bovino) (Gibco), glutamina 2 mM, 10 ug/ml de insulina (Sigma), selenito de sodio

20 nM, ácido ascórbico 100 uM, EGF (epidermal growth factor) 5 ngjml (Collaborative

Research), transferrina 5 ug/ml (Sigma Co.), prolactina 5 ug/ml (Sigma Co.), hidrocortisona

1,4 uM y l7-l3-estradiol 0,1 nM. Los cultivos fueron incubados a 37°C en atmósfera húmeda

5% de C02.
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II.- LINEA CELULAR IIB-BR-G

II.a.- Establecimiento de la línea a partir de un tumor primario

La línea celular de carcinoma mamario humano IIB-BR-G, fiie establecida a partir de

un carcinoma ductal infiltrante con metástasis en ganglios axilares (3/20 ganglios positivos),

proveniente de una paciente caucásica de 50 años (FG), sometida a una mastectomía radical

modificada.

La pieza quirúrgica fresca file limpiada de grasa y tejido necrótico y el tumor primario

remanente fue cortado con un bisturí en pequeños fragmentos de 1 mm3 que se sometieron a

disgregación enzimática como se describió en la Sección Le. Una parte de las células

disociadas se sometió a los gradientes de Percoll y las restantes se lavaron con PBS y se

incubaron hasta el día siguiente en el medio de cultivo descripto en la Sección I.h.

Al cabo de 18 hs. se determinó la viabilidad celular por el test de exclusión con azul

Tripán. 106 células viables, resuspendidas en 0,2 ml de PBS, fueron inyectadas

subcutáneamente en la almohadilla mamaria de un ratón congénitamente atímico hembra

("nude", BALB/c nu/nu) de 10 semanas de edad [Giovanella y Fogh, 1985], suplementado

con una inyección semanal de 0,1 mg de l7-B-estradiol (Progynon Depot, Schering AG).

Dos semanas más tarde se observó la aparición de un tumor, el que se dejó desarrollar

hasta alcanzar l cm de diámetro, momento en el cual fue extirpado. Una porción

representativa del mismo fue fijada en formol al 10 % y procesada para su examen

histopatológico. Otro fragmento fue disociado mecánicamente presionándolo a través de una

malla de nylon hasta obtener una suspensión celular. Los agregados se dejaron decantar y 105

células del sobrenadante se plaquearon en caja de Petri de 35 mm con el medio de cultivo ya

descripto. Al cabo de 7 días se llevó a cabo la primera tripsinización (Tripsina 0,25%, EDTA

0,2%).
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II.b.- Cinética del crecimiento celular in vitro

Entre 2-5 x 10‘ células/ml se plaquearon en multiplacas de 24 pocillos y se dejaron

crecer durante 2 semanas en el medio descripto en tres condiciones diferentes: a)

suplementado con 10% de FBS; b) con 1% del mismo suero; c) en ausencia total del mismo.

A los tiempos indicados, las células se tripsinizaron y contaron en cámara de Neubauer. El

tiempo de duplicación se estimó de la porción lineal de las curvas correspondientes.

Para analizar la dependencia de estrógeno del crecimiento celular, se realizó una curva

en ausencia total de estradiol, utilizando para ella el medio descripto pero sin rojo fenol, cuyo

efecto estrogénico se ha descripto [Mc Guire y De La Garza, 1973], suplementado con 10%

de FBS charcolizado (FBS-DCC), cuya preparación se describe en la siguiente Sección.

II.b.l.- Preparación de FBS-DCC

Puesto que el FBS contiene esteroides en cantidades variables de acuerdo al lote, para

realizar los experimentos de dependencia de estrógeno en el crecimiento de nuestra línea

celular fiJe necesario depletar el suero de hormonas esteroides. Para ello se incubó FBS a 4°C

agitando durante 16 hs. con 0,25 g % de Non't A y 2,5 mg % de Dextran-Grade C (Sigma).

Al día siguiente se clarificó por centrifiigación a 10.000 x g, 15 min. y posterior filtración

(Millipore 0,45 uM).

II.c.- Determinación del IC

La determinación del IC se realizó en las mismas condiciones empleadas para los

tumores primarios (Sección I.g.), a excepción del número de células sembradas que en este

caso fue de 3.000/0,3 rnl de "toplayer". El recuento de las colonias se realizó luego de 15 días

de incubación de las placas en las condiciones ya descriptas.
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II.d.- Determinaciones Inmunohistoquímicas (IHQ) e inmunocitoquímicas (ICQ)

II.d.l.- Caracterización antigénica.

Para las evaluaciones inmunoquímicas se realizaron dos procedimientos distintos de

preparación de las células, a saber:

a) Tripsinización de células en crecimiento exponencial, con posterior centrifiJgación a baja

velocidad, lavado y fijación con etanol. El pellet se embebió en parafina y se seccionó con

micrótomo.

b) Crecimiento de las células sobre cubreobjetos de vidrio redondos hasta semiconfluencia,

momento en el cual fueron lavadas con PBS y fijadas con formol al 10 % o acetona fría, para

determinar Ags de membrana o citoplasmáticos respectivamente.

En los cortes histológicos del tumor primario, la metástasis de ganglio axilar de la

paciente y el tumor desarrollado en ratón "nude" se investigó en cortes de parafina la

expresión de los Ags tisulares y el CEA con un Ac policlonal.

Las células IIB-BR-G se ensayaron con los siguientes anticuerpos que reconocen los

Ags cuyo nombre se escribe entre paréntesis:

a) Ac policlonal contra CEA (glicoproteína de 180.000) (Dako).

b) AcMs contra Ags tisulares: queratina, vimentina, EMA (Ag epitelial de membrana) y

actina.

c) AcMs contra AAT: 4.36 (Ag: proteina del "core" de polymorphic epithelial mucine, PEM)

[Nuti y col., 1992], Bl.l y COL-12 (Ag: diferentes epitopes de CEA) [Colcher y col., 1983;

Muraro y col., 1985], B6.2 (Ag: NCA, Mr=90.000) [Colcher y col., 1981; Hayes y

col.,l986], MBr.l (Ag: CaMBr.1) [Menard y col., 1983], B72.3 (Ag: TAG-72,

tumor-associated glycoprotein) [Horan Hand y col., 1982; Nuti y col., 1982], 57 (Ag: P

glicoproteína P170, proteína de resistencia a múltiples drogas) [Cenciarelli y col, 199]].
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d) AcMs contra los antígenos reconocidos por los anticuerpos FC-2.05, FC-2.06, y FC-2.15

desarrollados en nuestro laboratorio contra cáncer de mama humano. El FC-2.05 reconoce

dos polipéptidos de 64 y 51 kDa respectivamente [Mordoh y col, 1992]. El FC-2.15

reconoce tres bandas mayoritarias de 160, 130 y 115 kDa en extractos de membrana de

tumores MCF-7 crecidos en ratones desnudos y en carcinomas de mama humanos. Reconoce

además tres bandas mayoritarias de 250, 185 y 105 kDa en extractos de membrana de

granulocitos humanos [Mordoh y col., 1994]. La determinación del isotipo reveló que el AcM

FC-2.15 es una IgM, mientras que FC-2.05 y FC-2.06 son IgGs. El Ag reconocido por

FC-2.15 es expresado por la mayoría de las células proliferantes de carcinomas mamarios,

independientemente de su histología y contenido de receptores hormonales. También es

expresado por algunas otras neoplasias (colon, próstata, etc.) [Mordoh y col, 1994].

e) AcM contra la proteína codificada por el oncogen Her-2/neu y AcM contra la proteína

codificada por el antioncogen p53.

La reacción se visualizó por la técnica que utiliza el complejo avidina - biotina

(Vectastain ABC) y posterior revelado con DAB (diaminobencidina), siguiendo las

recomendaciones de los fabricantes. Brevemente: a) bloqueo con BSA (1%) o con 10% de

suero normal correspondiente a aquel en el que fiJe preparado el segundo Ac; b) incubación

con el primer Ac; c) lavados; d) incubación con el segundo Ac biotinilado; e) incubación con

el complejo ABC (avidina - enzima biotinilada); t) revelado de ICQ e IHQ con DAB

(diaminobencidina, 20 mg/ 100ml de PBS + 2 % de I-IZO230 volúmenes).

La reactividad fue evaluada como el porcentaje de células inmunorreactivas y la

intensidad del cromógeno fire expresada como se explica en Tabla V y VI de Resultados.

II.d.2.- Determinación de receptores hormonales

Las determinaciones de RE y RPg se efectuaron con los equipos ER-ICA y PgR-ICA

(Abbott) de AcMs. Para ello las células se plaquearon sobre portaobjetos de vidrio dejándolas

crecer por dos días antes de proceder a la fijación recomendada por los fabricantes (Technical

Service Department, Abbott Laboratories), o bien se tripsinizaron, resuspendieron a razón de
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30.000 células cada 5 ul y dicho volumen se dejó secar al aire en un portaobjetos,

procediéndose luego a la fijación. Esto último incrementó la intensidad de la positividad

(evaluada como coloración marrón del DAB usada como revelador), probablemente debido a

que la trípsinización previa facilitó la entrada del primer Ac.

II.e.- Determinaciones de inmunofluorescencia (IF)

Para las determinaciones de IF realizadas sobre las células creciendo exponencialmente

sobre portaobjetos redondos de vidrio, las fijaciones utilizadas fueron las mismas descriptas en

II.d.l. Luego de la incubación de las células con los Acs específicos utilizados, se agregó el

segundo Ac conjugado con fluoresceína (FITC), se lavaron con agua destilada y se montaron

en Gelvatol [Harlow y Lane, 1988], para su posterior observación en microscopio de

epifluorescencia (Carl Zeiss).

Tanto en las reacciones descriptas de ICQ e IHQ como en IF se realizaron controles

negativos, reemplazando la incubación con el primer Ac por una con PBS.

II.f.- Indice de marcación con timidina (TLI)

Células IIB-BR-G creciendo exponencialmente sobre portaobjetos se incubaron

durante 3 hs. con 5 uCi/m] de [’H]dT y se fijaron en etanol 96°. La autorradiografia se realizó

según se ha descripto previamente en la Sección l.b. [Mackillop y Buick, 1981]. Para esta

determinación se contaron 2.000 células.

II.g.- Análisis citogenético

Para la realización del análisis citogenético, un cultivo exponencial de células

IIB-BR-G en el pasaje 7, se expuso a 0,1 ugjml de Colcemida durante 1 hora previa a su

trípsinización. Luego de la misma la suspensión celular obtenida fije centrifugada a 800 x g y

el pellet resuspendido en una solución hipotónica (KCl 0,075M) durante 20 min. Luego de

tres pasajes sucesivos por fijador fresco (metanol: ácido acético, 3:1) se prepararon
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portaobjetos que se secaron al aire. Los extendidos de cromosomas fiJeron teñidos

convencionalmente con Giemsa y bandeados con tripsina-Giemsa [Seabright, 197]]. La

identificación de los cromosomas se realizó de acuerdo con el International System for Human

Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 1978).

lI.h._—Tumorigenicidad

Para el ensayo de tumorigenicidad se inocularon 5 a lO x lO6células en la almohadilla

mamaria de ratones "nude" hembras sin suplemento de l7-B-estradiol. El crecimiento de los

tumores luego de tres meses fue considerado como punto final.

II.i.- Microscopía electrónica

Cultivos paralelos de células IIB-BR-G plaqueadas en cajas de Petri de 35 mm, en

crecimiento exponencial, se fijaron con paraformaldehído 2%, glutaraldehído 0,1% y se

sometieron a una inmunocitoquímica habitual a excepción de una modificación: luego de la

incubación con el complejo ABC e inmediatamente antes de la reacción con el cromógeno

(DAB), se efectuó una segunda fijación con glutaraldehído 2% en buffer cacodilato 0,2 M,

MgCl2 l mM pH=7,8.

En la reacción ICQ se empleó como primer AcM el FC-2.05 o el FC-2.06, o bien se

omitió el ACM y se utilizó PBS en el cultivo control. Luego de las fijaciones descriptas se

procesó el material para microscopía electrónica, mediante el corte de secciones con un

ultramicrótomo Sorvall Porter-Blum MT-2. La observación se realizó con un microscopio

electrónico lOOC JEOL USA. El cultivo incubado con PBS se utilizó para la descripción

morfológica de nuestra línea celular.

II.j.- Obtención de ácidos nucleicos

ll.j.l.- Soluciones

A continuación se indica la composición de algunas de las soluciones utilizadas, con su

denominación. El resto se indica en cada método particular.
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PBS: contiene por litro de solución 8,5 g de NaCl; 1,43 g de Kzl-{PO4anhidro; 0,25g de
KH2P04; pH= 7,2-7,4.

TE pH=7,5: 10 mM Tris.HCl (pH=7,5); l mM EDTA (pH=8).

TE pH=8z lO mM Tris.HCl (pH=8); l mM EDTA (pH=8).

TBE 20X: 0,89 M Tris.HCl (pH=8); 0,89 M ácido bórico; 20 mM EDTA.

MOPS 10X: 0,25 M MOPS; 0,05M acetato de sodio (pH=7); 0,0] M EDTA.

SSC 20X: contiene por litro de solución, 175,3 g de NaCl; 88,2 g de citrato de sodio; gotas
de NaOH hasta pH=7.

Solución de Denhardt's lOOX:contiene por 500 ml de solución, lO g de Ficoll; lO g de PVP
(polivinilpirrolidona); 10 g de BSA.

SSPE 20X: contiene por litro de solución, 174 g de NaCl; 27,6 g de NaH2P04.HzO; 7,4 g
EDTA; 6,5 ml de NaOH lO N hasta pH=7,4.

Medio LB: contiene por litro de solución Bacto-Triptona 10g; extracto de levadura 5 g; NaCl
10 g; llevado a pH=7,5 con NaOH.

II.j.2.- Purificación de ADN

La preparación de ADN se realizó a partir de material proveniente de células de la

línea celular IIB-BR-G, del tumor de la paciente (FG), del tumor IIB-BR-G desarrollado en

ratón "nude" y de placenta humana obtenida de un parto normal.

El material proveniente de los tumores y de la placenta file limpiado de grasa y tejido

normal adyacente en el caso de los tumores y conservado a -70°C hasta el procedimiento.

Brevemente: el material se cortó con bisturí en trozos pequeños los que se congelaron con

nitrógeno liquido y se pulverizaron con un pulverizador de tejidos. El material obtenido se

transfirió a un tubo donde se resuspendió en buffer Tris.HCl 0,2 M (pH=8,5), EDTA 0,1 M y

se homogeneizó con dos pulsos de 30 segundos cada uno en Ultraturrax según adaptación de

un procedimiento ya descripto [Davis, 1980].
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Las células en cultivo exponencial fueron tripsinizadas, lavadas con PBS y

centriñigadas. Un pellet de las mismas de alrededor de 35-50 x lO6 células se conservó a

-70°C hasta el procedimiento. En ese punto el pellet fue resuspendido en el mismo buffer

empleado para los tejidos y la suspensión the sometida a igual procedimiento con Ultraturrax,

omitiéndose el paso de la pulverización. En todos los casos, luego de la homogeneización se

agregó SDS (lauryl sulfato de sodio) a una concentración final de 0,1% y se trató con

Proteinasa K (0,1 mg/ml) a 60°C durante 2 horas.

A cada muestra se agregó 10 ul de dietilpirocarbonato (DPC) y las mismas se

incubaron a 37°C durante 30 min. bajo campana (debido a la volatilidad y toxicidad del DPC).

Se precipitaron las proteinas con el agregado de 1 ml de KAcO 5 M dejando 60 min. en hielo,

descartándose el precipitado formado, por centrifugación a 10.000 x g durante l5 min. a 4°C.

El ADN se precipitó con 2,5 volúmenes de etanol absoluto.

El flóculo de ADN formado se recuperó con el extremo cerrado de una pipeta Pasteur;

luego de secar al aire el material genético, se cortó el extremo de la pipeta y se introdujo en un

tubo Eppendorf conteniendo 0,5 ml de buffer TE (pH=7,5) manteniéndose el mismo con

agitación a temperatura ambiente durante 3-4 hs. hasta la solubilización del ADN.

Este procedimiento evita en general el tratamiento con ARNasa, puesto que el flóculo

formado contiene mayoritariamente el ADN de alto peso molecular, quedando en suspensión

los trozos de ADN y el ARN degradados. Se realizó una reprecipitación con etanol, luego del

agregado de NaCl 0,1M. El precipitado se centrifiJgó a 10.000 x g y se lavó con etanol 70%,

se secó bajo vacío y se resuspendió en buffer TE (pH=8). Estas muestras fueron luego

digeridas con enzimas de restricción en las condiciones de salinidad adecuadas (descriptas más

adelante).

La cuantificación del ADN fue llevada a cabo por absorbancia a 260 nm (O.D.260=l

corresponde a 50 ug/ml de ADN). La pureza del mismo se verificó calculando en cada caso la

relación ODM/ODM, que debe ser de 1,8.
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II.j.3.- Purificación de ARN

Dada la extrema labilidad del ARN por la acción de ARNasas presentes en las manos y

en el material no preparado especialmente, las técnicas de purificación y manipulación del

mismo se realizaron con material estéril descartable y soluciones autoclavadas o tratadas con

DPC.

El ARN total file extraído por el método de fenol ácido [Chomazynski y Sacchi,

1987]. Dicho método permite aislar ARN no degradado tanto a partir de células en cultivo

como de tejidos. Así se obtuvo ARN de la línea celular IIB-BR-G y de las lineas celulares

MCF-7 de la cual hablaremos más en detalle en la Sección IV y MDA. Las líneas celulares

MCF-7 [Soule y col., 1973] y MDA, ésta última también establecida a partir de cáncer de

mama humano [Cailleau y col., 1974] pero negativa para la expresión de receptores

hormonales, fiJeron donadas por la Ul48, Hormones et cancer, (INSERM, Francia).

Brevemente: el tumor conservado en nitrógeno líquido inmediatamente después de

removido del animal, se cortó en trozos de l mm’, trabajando sobre hielo. Dichos trozos se

homogeneizaron con un Polytron a temperatura ambiente en l ml de solución D (isotiocianato

de guanidina 4 M; citrato de sodio 25 mM, pH=7; sarcosyl 0,5% y 2-mercaptoetanol 0,1 M)

por cada 100 mg de tejido. En el caso de las células en cultivo, la solución D se agregó

directamente sobre la monocapa y luego se homogeneizaron como se describió para los

tejidos. Los homogenatos se transfirieron a tubos Corex de 15 ml y secuencialmente se

agregaron 0,1 ml de acetato de sodio 2 M, pH=4, 1 ml de fenol (saturado con HZO) y 0,2 ml

de cloroformo-isoamílico (49:1), agitando por inversión luego de cada agregado. La

suspensión final file agitada vigorosamente por lO segundos y mantenida en hielo durante 15

min. Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 x g por 20 min. a 4°C. Luego de la

centrifugación el ARN quedó en la fase acuosa mientras que el ADN y las proteínas quedaron

en la interfase y fase fenólica. La fase acuosa se transfirió a un tubo limpio y se precipitó con 1

volumen de isopropanol durante l hora a -20°C. Se sedimentó a 10.000 x g por 20 min. y el

precipitado de ARN se disolvió en 0,3 ml de solución D, se transfirió a un tubo Eppendorf de

1,5 ml y se reprecipitó con l volumen de isopropanol a -20°C por l hora. Luego de la

centrifugación durante lO min. a 4°C el ARN se resuspendió en etanol 75%, se sedimentó, se
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secó al aire y se disolvió en HZO tratada con DPC a 65°C lO min. Luego de la cuantificación

las muestras fiJeron utilizadas para análisis por Northern Blot.

II.k.- Corrida electroforética y transferencia de los ácidos nucleicos

II.k.l.- Para ADN

30 ug de las muestras de ADN fueron digeridas durante la noche a 37°C con lO

unidades de enzima de restricción (Bethesda Research Laboratories). Las enzimas utilizadas y

sus correspondientes condiciones de salinidad se describen a continuación:

EcoR I: 100 mM Tris.HCl (pH=7,5); 50 mM NaCl; lO mM MgClz.

Bam HI: 20 mM Tris.HCl (pH=8); 100 mM NaCl; 7 mM MgClZ;
2 mM 2-mercaptoetanol.

Hind m; so mM Tris.HCl (pH=8); 50 mM NaCl; ¡o mM MgClz.

La técnica empleada es la descripta por Southern [1975], con algunas modificaciones.

Luego de la digestión enzimática se realizó la electroforesis en geles de agarosa 0,8% en

buffer TBE 1X, 10 mM de AcOK pH=5, a voltaje constante (l Volt/cm de separación entre

los electrodos). A las muestras se les agregó bulïer de siembra 1X, Tipo II (BPB 0,25%,

Xylenecyanol 0,25%, Ficoll Tipo 400 15%, en HZO). Una vez completada la corrida

electroforética se tiñeron los geles con bromuro de etidio 2 ug/ml, durante 5 minutos,

visualizándose por transiluminación con luz UV, los fragmentos de múltiples tamaños de ADN

en cada muestra. Esto permitió corroborar la efectividad de la digestión enzimática,

descartándose la evaluación posterior de las muestras no digeridas. El gel se desnaturalizó en

HCl 0,25 N, dos veces de 20 min. cada una y posteriormente se neutralizó con NaOl-l 0,4 N,

30 min. La transferencia se realizó por capilaridad en solución alcalina de NaOH 0,4N [Reed y

Mann, 1985], a membranas de nylon Z-Probe (Bio-Rad) previamente hidratadas y equilibradas

en NaOH 0,4N. El ADN de fago lambda que digerido con Hind III presenta bandas de 23,1

kb, 9,42 kb, 6,56 kb, 4,36 kb, 2,32 kb, 2,03 kb y 0,56 kb, fue usado como marcador de

tamaño.

-63­



Maleriales y métodos

II.k.2.- Para ARN

El ARN obtenido según se describió en II.j.3. fue sometido a una electroforesis en gel

de agarosa 1% en buffer MOPS 1X y formaldehído 2M. Las muestras se prepararon a razón

de 5 ul de muestra por cada 10 pl de colorante (400 pl de formamida deionizada, 122 pl de

formaldehído, 80 ul de MOPS 10X y una punta de espátula de BPB). 10 pg de ARN se

sembraron en gel de agarosa 1% en MOPS 1 X, formaldehído 2 M y se sometieron a

electroforesis a voltaje constante durante 3 hs. (buffer: MOPS 10 X 250 ml, formaldehído

110 m1).Luego se transfirieron a membrana Hydrobond en 20 X SSC durante toda la noche.

II.l.- Condiciones de hibridización del material transferido

II.l.l.- Para ADN

Luego de la transferencia, las membranas fueron lavadas con 6X SSC y cocinadas

durante 2 horas a 80°C. Los filtros fiJeron prehibridizados durante la noche a 65°C en una

solución conteniendo 6X SSPE, 0,1% SDS, 100 pg/ml de ADN de esperma de salmón y 10X

de solución de Denhardt. La hibridización se llevó a cabo durante 48 hs. a 65°C en bolsas

plásticas selladas conteniendo la mezcla de hibridización con la misma composición anterior

más el agregado de 10% de dextran sulfato y la sonda radioactiva (l x 106cpm/ml y actividad

específica mínima l x 10Bcpm/pg), cuya preparación se describe posteriormente. A1 finalizar

la hibridización las membranas fueron lavadas en condiciones de alta astringencia: 30 minutos

a temperatura ambiente en 2 X SSC, 0,1% SDS y 60 minutos a 65°C en 0,1X SSC, 0,1%

SDS. Luego del lavado, las membranas fueron autorradiografiadas a -70°C con películas

Kodak X-OMAT y reveladas. El nivel de la señal fue determinado con un densitómetro. Las

membranas fueron reutilizadas previa deshibridización con un lavado de 10 min. en 30 mM de

NaOH y tres lavados de 10 mín. de Tris.I-IC110 mM (pH=7,6), EDTA 1 mM y rehibridizadas

como se acaba de describir.

H.I.2.- Para ARN

Luego de la transferencia, la membrana se colocó 30 min. bajo lámpara y 2 hs. en

horno a 80°C. Luego se colocó en ácido acético 5% con agitación durante 10 min., al cabo de
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los cuales se tiñó, agitando 10 min. con azul de metileno 0,004% en acetato de sodio 0,5 M

pH=5. Esto permitió corroborar la integridad del ARN. El filtro se prehibridizó durante 4 hs. a

42°C en una solución conteniendo 50% de forrnamida deionizada, 5X SSC, solución de

Denhardt 5 X , 0,1 % de SDS, 100 pg/ml de ADN de esperma de salmón y buffer fosfato de

sodio 25 mM (pH=7,5). La solución de hibridización fiie idéntica a la de prehibridización,

excepto por el agregado de dextran sulfato 10% y la sonda radioactiva (l x 106 cpm/ml y

actividad específica mínima l x 10a cpm/ug). Las condiciones de lavado y exposición del

filtro, han sido descriptas en ll.l.l.

II.m.- Preparación de sondas radioactivas

La preparación de sondas radioactivas se realizó en base a los protocolos de Maniatis

y col. [1982]. con las modificaciones que se describen a continuación.

II.m.l.- Transformación de bacterias

Se transformó la cepa HB IOl con los diferentes plásmidos que se describirán más

adelante. Se inocularon 100 ml de medio LB con l ml de un cultivo bacteriano realizado

durante la noche previa. Se incubaron a 37°C con agitación vigorosa hasta una densidad

óptica correspondiente a 5 x lO7cél/ml (2 a 4 hs.). Para cada transformación se utilizaron 3 ml

del cultivo exponencial, los que se colocaron en hielo durante 10 minutos, al cabo de los

cuales se centrifugaron a 4000x g por 5 minutos a 4°C, descartándose el sobrenadante. Las

bacterias así precipitadas se resuspendieron en la mitad del volumen original de una solución a

0°C de CaCl2 50 mM y Tris.HCl lO mM (pH=8), preparada estérilmente. Cada tubo se

fraccionó en tubos Eppendorf en alícuotas de 0,2 ml que se mantuvieron a 4°C durante 12 hs.

Al cabo de las mismas se agregó a cada alícuota el ADN plasmidico correspondiente (40 ng en

0,1 ml de buffer TE pH=8), dejándose los tubos en hielo por 30 min. y sometiéndolos luego a

un shock térmico de 42°C durante 2 min. Se agregó a cada tubo l ml de LB y se incubó a

37°C para permitir la expresión de resistencia a los correspondientes antibióticos. Los tiempos

de incubación variaron siendo éstos de 30 y 60 min. según la selección se realizara con

tetraciclina (concentfinal 12,5-15,0 ug/ml) o ampicilina (concentfinal 35-50 ug/ml)

respectivamente. Se sembraron alícuotas de estos cultivos en placas de Petri de agar (15 g/l de

LB) y el antibiótico adecuado para cada caso. Se incubaron a 37°C durante 20 hs.
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II.m.2.- Plásmidos recombinantes

Se utilizaron los siguientes plásmidos:

p-Ryc: plásmido conteniendo un fragmento de l Kb de un ADNc del gen myc humano

subclonado en el sitio Pst I del vector psp64, en el laboratorio del Dr. Rochefort (INSERM ­

Francia, U 148) [Escot y col., 1986].

p 1622: plásmido pUC18 conteniendo un fragmento clonado en el sitio EcoRI de 1,6 Kb del

ADNc del protooncogen humano Her2/neu [Adnane y col, 1989].

pFH-2: construcción conteniendo un inserto en el sitio EcoRI de 1,8 Kb del ADNc

correspondiente al c-fos humano en un vector pTZ 18R [Verrier y col., 1986].

HeO: plásmido M13 Blue Scribe conteniendo un inserto en el sitio EcoRI de 1,8 Kb que

comprende el ADNc completo del RE [Kumar y col., 1986].

rRNA: plásmido conteniendo un fragmento de 1,3 Kb EcoRI-BamHI de la región codificante

del 288 ARN ribosomal murino [Escot y col, 1986].

ProCat D: el plásmido contiene un inserto de 2 Kb en EcoRI correspondiente al ADNc

humano [Capony y col., 1987].

II.m.3.- Amplificación de plásmidos

Una vez crecidas las colonias obtenidas según se describió en el punto anterior, se

inocularon 10 ml de medio LB + el antibiótico correspondiente, con una de las colonias

aisladas, incubándose durante 16 hs. a 37°C con agitación vigorosa. 0,1 m1de este cultivo se

inocularon en otros 25 ml del medio mencionado, incubándose bajo las mismas condiciones

hasta que el cultivo alcanzó la fase logaritmica de crecimiento (O.D.W=O,6). En este momento

todo el volumen del cultivo se inoculó en 500 ml de medio LB + el antibiótico

correspondiente, previamente llevado a la temperatura de incubación. En este caso el tiempo

de la misma fue de 2,5 hs, hasta alcanzar una O.D.,,m=0,4. Al llegar a este punto, se agregaron

2,5 ml de cloramfenicol 34 mg/ml en solución etanólica, incubándose a 37°C con agitación

vigorosa por 16 hs. más.
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II.m.4.- Lisis por álcali

El cultivo anterior se centrifugó a 4.000 x g por 10 min a 4°C y el precipitado se

resuspendió en 10 ml de solución conteniendo 5 mg/ml de lisozima, 50 mM de glucosa, 25

mM Tris.HCl (pH=8), 10 mM de EDTA. Se transfirió a un tubo de centrífuga dejándose a

temperatura ambiente durante 5 min. Se agregaron 20 ml de una solución recientemente

preparada de 0,2 N NaOH, 1% SDS, mezclándose por inversión. Se dejó en hielo por 10 min.

y se centrifugó a 20.000 rpm por 20 min. a 4°C. El ADN celular y los restos bacterianos

precipitaron y el sobrenadante conteniendo el ADN plasmídico se transfirió a tubos Corex de

30 ml. Este se precipitó agregando 0,6 volúmenes de isopropanol y centrifiJgando a 12.000 x

g por 30 min. a temperatura ambiente. El precipitado se secó al vacio y resuspendió en buffer

TE (pH=7,5).

II.m.5.- Purificación de ADN plasmídico por centrifugación en gradiente de

CsCI en presencia de bromuro de etidio

Se mezclaron la solución de ADN y el CsCl sólido a razón de l g/ml de solución,

agitando hasta su disolución. Se agregó el bromuro de etidio (0,8 ml de 10 mg/ml cada 10 ml

de solución de ADN). Una vez mezclado se transfirió a un tubo y se centrifiigó a 45.000 rpm

por 36 hs. a temperatura ambiente. La banda correspondiente al ADN plasmídico se visualizó

con lámpara ultravioleta y se colectó con una jeringa portadora de aguja 21 G. El bromuro de

etidio contenido en la muestra, se extrajo con alcohol isoamílico, centrifiJgando a 1.500 x g a

temperatura ambiente y recuperando la fase acuosa, hasta desaparición del color rosado de la

fase alcohólica. Posteriormente se dializó contra buffer TE (pH=7,5) durante la noche.

II.m.6.- Purificación del inserto por "freeze-squeeze"

Los plásmidos purificados según se describió, se cuantificaron por absorbancia a 260

nm, tal cual se realizara con el ADN genómico. 3 ug de cada uno se digirieron con las enzimas

de restricción adecuadas al sitio de clonado de cada inserto. La digestión se frenó por el
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agregado de EDTA pH=8 a una concentración final de 25 mM. Los digeridos se sometieron a

electroforesis en geles de agarosa l a 2% en TBE 1X, dependiendo este porcentaje del

tamaño del inserto a purificar. Luego de localizadas las bandas correspondientes a los insertos

por tinción con bromuro de etidio, se cortaron los fragmentos de agarosa conteniendo los

mismos, los que se introdujeron en tubos Eppendorf de 1,5 ml de capacidad. Los fragmentos

se equilibraron con l ml de NaAcO 0,3 M (pH=7) y EDTA 1 mM, según se describe [Tautz y

Renz, 1983], agitando 30 minutos en oscuridad.

Los trozos de agarosa se transfirieron luego sobre un colchón de lana de vidrio

colocado en tubos Eppendorf de 0,5 ml con el fondo perforado. Los tubos asi preparados se

congelaron por 5 minutos en nitrógeno líquido y se centrifiJgaron a 12.000 x g por lO minutos

dentro de tubos Eppendorf de 1,5 ml. La solución con el ADN del inserto contenido en la

agarosa pasó a dichos tubos en tanto que la agarosa quedó retenida en la lana de vidrio del

tubo superior. Cada ADN se precipitó con 2,5 volúmenes de etanol absoluto a -20°C se lavó

con etanol 70%, se secó al vacío y se resuspendió en bufl‘erTE (pH=7,5).

lI.m.7.- Purificación del inserto por electroelución

Como alternativa al protocolo anterior, los insertos se purificaron por electroelución.

Los pasos seguidos fueron idénticos a los descriptos hasta el corte del fragmento de agarosa

conteniendo el inserto.

En este caso el fragmento de agarosa se introdujo en un tubo de diálisis de 7000 de

"cutofi" con 0,5 ml de 0,5X TBE, y e'ste en la cuba de electroforesis conteniendo el mismo

buffer. Se aplicó un voltaje de lOOV durante 30 min. Luego se invirtió la polaridad durante

30 segundos verificándose, por observación bajo luz U.V., la elución completa del ADN del

trozo de agarosa al buffer contenido en el tubo de diálisis. Se recuperó la solución y el ADN

se purificó para eliminar las impurezas provenientes de la agarosa, utilizando Elutip

(Schleicher & Schuell), según las instrucciones de los fabricantes. Brevemente: se lavó la

columna con buffer "alta sal" (20 mM TrisHCl pH=7,4, l mM EDTA, 2 mM NaCl).

Posteriormente se la equilibró con buffer "baja sal" (20 mM TrisHCl pH=7,4, l mM EDTA,

0,2 mM NaCl). Se sembró la muestra de ADN en este último buffer, lavándose con varios
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volúmenes del mismo, eluyéndose finalmente con 0,5 ml de buffer "alta sal". El fragmento se

recuperó por precipitación con etanol absoluto y centrifiigación a 10000 x g lO min. El

precipitado se lavó con etanol 70% y se resuspendió en buffer TE (pH=7,5).

II.m.8.- Marcación del inserto por Nick-translation

Se incubaron 0,2 ug de los fragmentos de ADN purificados en presencia de 50 mM de

Tris.HCl pH=7,4, MgSO4 10 mM, BSA 0,05 mg/ml, dATP, dGTP y TTP 20 uM cada uno,

[’zP]dCTP 50 uCi (Act.Esp.3200 Ci/mmol), ADN polimerasa (0,1 unidades/ul), ADNasa l

mg/ml, durante 2 hs. a 16°C. Se detuvo la reacción con solución de EDTA 0,5 M (pH=8). El

inserto marcado radioactivamente se separó de los nucleótidos no incorporados mediante una

columna de l ml de Sephadex G-SO, equilibrada en buffer TE (pH=8), según método

Spin-column descripto por Maniatis. Brevemente: se centrifiigó la columna durante 30

segundos a 1500 rpm hasta recuperar dos veces consecutivas el mismo volumen de buffer

sembrado. Luego se agregó la muestra que se recogió en el primer tubo. Se determinó la

radioactividad recuperada en contador de centelleo líquido. La sonda se desnaturalizó

inmediatamente antes de usar hirviendo 5 min. a 100°C y luego en hielo durante ¡5 min.

111.-LINEAIman-Gm,

III.a.- Establecimiento de la línea celular in vivo

A partir del primer tumor desarrollado en la hembra "nude" de 10 semanas, se

realizaron transplantes subcutáneos sucesivos de bloques de l mm3de tumor, obtenidos por

intervención quirúrgica de un ratón del pasaje anterior. Los ratones dadores fueron

anestesiados con una dosis letal de pentobarbital sódico al 0,5% y los tumores extirpados en

condiciones de esterilidad. Los ratones recipientes, hembras "nude", Balb/c (nu/nu) o NIH

(nu/nu), de 6 semanas, fueron anestesiados e inoculados por trócar en la almohadilla mamaria

o en la mitad inferior y posterior del tronco. Esto generó una línea tumoral in vivo que

denominamos IIB-BR-GNUDE.En cada pasaje una porción representativa del tumor file fijada

en formol al 10% y procesada para su examen histopatológico.
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III.b.- Cinética de crecimiento in vivo

El volumen tumoral se calculó en cada ratón, midiendo semanalmente con un calibre

los dos ejes del tumor desarrollado y utilizando la fórmula A x B2/2, donde A es el eje mayor y

B el menor [Caruso y col., 1993].

El cuidado de los animales se realizó en condiciones de esterilidad, utilizando jaulas,

viruta y_alimento autoclavados y administrando agua acidificada con ácido clorhídrico (HCl)

(pH=2,5) [Giovanella y Fogh, 1985].

lV.- LINEA CELULAR MCF-7

lV.a.- Condiciones del cultivo celular

La línea celular de cáncer de mama MCP-7 [Soule y col., 1973], se estableció a partir

de un derrame pleural y una de sus características es la expresión de receptores hormonales.

La línea utilizada en nuestro laboratorio para la siguiente serie de experimentos, fiJe

gentilmente cedida por la Dra. Francoise Capony, de la Ul48 del INSERM, Francia, din'gida

por el Dr. Henri Rochefort.

Dicha línea se mantuvo en cultivo contínuo en medio Dulbecco/mezcla de nutrientes

Ham F12, en una proporción 1:1, suplementado con 10% de FBS (Gibco) y glutamina 2 mM.

Se suplementó además con lO ug/ml de insulina. Los cultivos se realizaron en atmósfera

húmeda a 37°C, en presencia de 5% de C02.

IV.b.- Aislamiento _desubpoblaciones celulares mediante gradientes de densidad

Las células derivadas de la línea celular, fiieron separadas en subpoblaciones en base a

diferencias en sus densidades. Para ello se realizaron idénticos gradientes de Percoll a los

empleados con los tumores primarios (Sección l.f.)
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Las células MCP-7 provenientes de un cultivo exponencial fiJeron tripsinizadas,

lavadas con buffer PBS y sembradas sobre el gradiente a razón de 2-7 x 106células en l ml de

PBS, suplementado con Ca++y Mg”. Los gradientes se centrifugaron a temperatura ambiente

por 45 min. a 800 x g. No se produjo alteración en el patrón obtenido aún incrementando el

tiempo de centrifugación.

Al finalizar la misma, las células de cada interfase se recogieron individualmente como

ya se explicara para los tumores, procediendo a su recuento en cámara de Neubauer y destino

para subsecuentes experimentos.

IV.c.- Sincronización de cultivos celulares de MCF-7

Existen varios métodos descriptos para sincronizar cultivos celulares. El utilizado en

este ensayo consiste en un bloqueo por el agregado de dT en exceso [Jakesz y col., 1984].

Para el mismo, se plaquearon lO6células en el medio anteriormente descripto, al cual

se agregó luego de 48 hs. del plaqueo, un exceso de dT (2 mM). Al cabo de 24 hs., las células

se lavaron con PBS, se tripsinizaron y se sembraron en gradiente de Percoll como se ha

descripto anteriormente. Al finalizar el mismo, se procedió al recuento celular de las

subpoblaciones.

IV.d.- Estimación de la síntesis de ADN

Para realizar la cuantificación de la síntesis de ADN, se utilizó la técnica que emplea

dT radioactiva como precursor. El procedimiento consistió en plaquear 1,5 x 105 células

MCF-7 en placas plásticas de cultivo de lO cm de diámetro. El cultivo en crecimiento

exponencial, se expuso a un pulso de 5 uCi/ml de [’H]dT (Act.Esp. 50-80 Ci/mmol, NEN). Al

cabo de 2 hs. las células se lavaron dos veces con PBS y se separaron las subpoblaciones en

gradiente de Percoll. Una vez obtenidas las mismas se centrifiigaron a 800 x g por 5 minutos a

4°C y se lavaron una vez con PBS.
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Se procedió entonces al procesamiento para cuantificar la marca incorporada al ADN

[Mordoh y col., 1981]. Se agregaron a cada tubo sucesivamente: 1,2 ml de HZObidestilada,

0,1 ml de pirofosfato de sodio 0,1M y 0,2 ml de ADN de timo de ternera desnaturalizado por

calor (2,5 mg/ml). Se homogeneizó y se agregaron 0,25 ml de PCA (ácido perclórico) 12,5%;

luego de mezclar se dejó 5 minutos en hielo. La mezcla se centrifugó a 3000 rpm por S

minutos a 4°C y el precipitado se disolvió con 0,5 ml de hidróxido de sodio 0,2 N. Se

procedió a su reprecipitación por el agregado de l ml de HZOy 0,25 ml de PCA 12,5% y su

posterior centrifiJgación. El proceso se repitió una vez más y el precipitado finalmente se

disolvió en 0,2 ml de solubilizador de tejidos (NCS - Amersham). El volumen total se virtió en

un vial con lO ml de líquido de centelleo (omnifluor 0,4% (p/v), ácido acético 0,2% (v/v) en

tolueno). La radioactividad se cuantificó en un contador de centelleo líquido Packard. Las

cuentas por minuto (CPM) se estandarizaron por cada 105células.

IV.e.- Ensayo clonogénico en agar blando

Se utilizó la técnica de agar blando para estimar la capacidad clonogénica de las

distintas subpoblaciones celulares de la línea MCF-7 aisladas a partir de los gradientes de

Percoll. La técnica es idéntica a la descripta en la Sección Lg. para las células aisladas de los

tumores primarios. Cada punto se realizó por triplicado en placas de 24 pocillos según ya se

describió. La placa se incubó a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2 durante 15 dias.

El número de células plaqueadas para cada subpoblación de MCP-7 fue de 3.000

cel/0,3 ml, número que se determinó como óptimo en un ensayo previo donde se plaquearon

respectivamente 500, 1.000, 2.000, 3.000, 5.000 y ¡0.000 cel/0,3 ml. El recuento de las

colonias formadas al cabo del período de incubación, se realizó como se describió en la

Sección Lg de Métodos.

IV.f.- Inmunoprecipitación de la proteasa Cat D

Las células de las distintas subpoblaciones de MCP-7, derivadas de los gradientes de

Percoll se plaquearon a razón de 100.000 /ml en placas de cultivo de 35 mm de diámetro. A
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las 24 hs.se lavaron con medio Dulbecco sin metionina y se incubaron 2 veces x 30 min. a

37°C en el mismo medio (con el objeto de eliminar completamente la metionina), al cual se

agregó 10% de suero fetal bovino dializado. Este fiJe también el medio de marcación

utilizado, con el agregado de 150 pl de [”S]metionina (Act.Esp. 200 uCi/ml) por cada placa

(0,5 ml/placa). Se incubó durante toda la noche. Al día siguiente, se recogió dicho medio e1

cual se reservó para la inmunoprecipitación de la proteína secretada.

Por otra parte las células marcadas se lisaron agregando a cada placa 0,5 ml del

siguiente buffer: NaHzPO4-Na2HPO4 10 mM, pH=7,4; EDTA 10 mM; NaCl lO mM; NP4O

(Nonidet P40) 1% (p/v) y PMSF (fenil metil sulfonil fluoruro) 1 mM el cual se dejó 20 min a

temperatura ambiente.

La inmunoprecipitación se realizó como sigue: 0,1 ml del medio o del lisado de células

se incubaron con una dilución 1/80 en PBS, del ACM D8F5 [Garcia y col., 1985] que

reconoce tanto las formas inmaduras (34 y 48 kDa), como la forma madura de 52 kDa de la

Cat D. Dicho ACM fue cedido gentilmente por el Dr. Henri Rochefort (U l48-fNSERM,

Francia). La composición del buffer de inmunoprecipitación utilizado fue: Tris 0,]M, PH=8;

NaCl 0,5M; NP4O 1%; BSA 1% y PMSF lmM. Las muestras se incubaron l hora a

temperatura ambiente y luego toda la noche a 4°C. A1 día siguiente el complejo Ag-Ac se

precipitó con 50 ul de Proteína A Sepharosa por agitación durante dos horas a 4°C. El

precipitado se lavó 4 veces con buffer Tris 100 mM, PH=8,6; LiCl 500 mM y NP40 1-1,5%.

Después del último lavado se descartó el líquido y se agregaron 50 ul de buffer de muestra 1X

(5% de B-mercaptoetanol; 3% de SDS; 12,5% de Tris-HC], 45% de glicerol y BPB). Las

muestras se hirvieron por 5 min., se centrifligaron y se sembraron en un gel desnaturalizante

de poliacrilamida 10% [Rotter y col., 1986].
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V.- APLICACIONES DE UNA LINEA CELULAR

V.a.- ENSA YODE AGENTES QUE INHIBEN LA PROLIFERA CION CELULAR

V.a.l.—Inhibidor de síntesis de poliaminas DFMO. Reversión por putrescina

- Efecto in vitro.

Se realizaron curvas de crecimiento de las células de la línea IIB-BR-G en presencia de

tres concentraciones diferentes de DFMO (l mM, 5 mM y 10 mM respectivamente). Para ello

se sembraron 5 x 10“células en multiplacas de 24 pocíllos y al día siguiente se agregó la droga

en las concentraciones indicadas.

Para observar la reversión por putrescina del efecto del DFMO, se realizó una cun/a

esencialmente igual a la indicada arriba, eligiendo una de las concentraciones de DFMO

(lmM), y agregando simultáneamente putrescina 0,] mM.

En ambos experimentos cada punto se realizó por duplicado. A los tiempos indicados,

las células se tripsinizaron y se efectuó su recuento en cámara de Neubauer.

- Efecto in viva.

Un lote de 20 ratones "nude" hembras de 6 semanas se inoculó por trócar con la línea

IIB-BR-GNUDE.A la semana se separaron aquellos ratones que denotaron evidencia de

desarrollo tumoral y se agruparon en 3 lotes de igual número (6 ratones) y tamaño equivalente

de tumor. Las drogas se administraron en el agua de bebida, recibiendo un grupo 2% de

DFMO, el otro 2% de DFMO + 50 uM de putrescina y ningún agregado el grupo control. El

ensayo se continuó hasta la muerte de los animales, midiéndose semanalmente las dimensiones

del tumor en los tres grupos. Los resultados se expresaron como Volumen tumoral en mm3y

sobrevida.
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Materiales y métodos

V.a.2.- Agregado del agente diferenciante butirato de sodio

Se realizaron curvas de crecimiento de la línea celular IIB-BR-G en presencia de tres

concentraciones del agente diferenciante butirato de sodio [Leder y Leder, 1975; Abe y Kufe,

l984b] 0,5 mM, l mM y 2 mM respectivamente. El experimento se continuó hasta el día ll,

tripsinizándose las células en los días indicados y procediéndose al recuento en cámara de

Neubauer. La morfología se analizó mediante microscopio óptico.

V.b.- OBTENCION DE AcMs

V.b.l.—Inmunización de ratones y obtención de los hibridomas

Dos ratones Balb/c de 8 semanas de edad fueron inmunizados con cuatro inyecciones

intraperitoneales de 1,5 x 106células, de un cultivo exponencial de la línea celular IlB-BR-G,

resuspendidas en 0,3 ml de PBS. El intervalo de administración entre inyecciones consecutivas

fue de dos semanas.

Cuatro días después de la última inyección, se sacrificaron los ratones, se les extrajo el

bazo y los esplenocitos fiieron fusionados con la línea de mieloma mun'no X63.Ag 8.653

[Galfre y Milstein, 1981].

Los sobrenadantes de los hibridomas que se seleccionaron en el medio HAT

(hipoxantina-aminopterina-timidina), fiJeron testeados en cuanto a su actividad como se

describe luego y los hibridomas positivos fiJeron clonados por dilución límite.

V.b.2.—Selección de clones positivos

Para estimar la capacidad de los distintos hibridomas de producir anticuerpos

específicos contra las células de la línea celular lIB-BR-G utilizada para la inmunización, se

utilizaron las mismas células en la selección de los hibridomas. 4 ul de medio DMEM-FIZ

(1:1), conteniendo 15.000 células IIB-BR-G, fueron fijados con 0,5 ul de glutaraldehído 2 %

en portaobjetos multitest y secados al aire.
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Después de la incubación durante la noche en cámara húmeda a 4°C con 10 ul de

sobrenadante de cada hibridoma, los portaobjetos fueron lavados con PBS frío e incubados

con 10 ul de una dilución 1:100 de un segundo anticuerpo desarrollado en conejo contra Ig

murina (Dakopatts) conjugado con peroxidasa. Luego de l h de incubación a 37 °C y tres

lavados con PBS frío, la reacción se visualizó con DAB como se describió previamente

[Bravo y col., 1985]. Las células se tiñeron con Hematoxilina de Harris.

Entre los hibridomas que resultaron positivos mediante la selección anterior, el clon

productor del ACM que se denominó FC-5.01, mostró caracteristicas particulares: a) su

isotipo es IgGh; b) reconoce un Ag de membrana que en células permeabilizadas se observa

en vesículas intracitoplasmáticas; c) el AcM se internaliza. Ello motivó que se lo seleccionara

para su caracterización, utilización en RID y en terapia conjugado a toxinas, lo que

actualmente se está llevando a cabo en el laboratorio [Barrio y col., 1994].

V.c.- RADIOINMUNODETECCION (RID) DEL TUMOR llB-BR-GNUDECON EL

ACM["51] ¡rc-35

V.c.l.- Iodinación de AcMs

El AcM FC-35 y un AcM comercial de idéntico isotipo, se radiomarcaron con Na['”l],

mediante la técnica que utiliza Iodogen (Pierce). Básicamente, el lodogen se disolvió en

cloroformo a una concentración de 0,1mg/ml y 200 ul de esta solución se dispensó en tubos

de vidrio; el cloroformo se evaporó bajo corriente de nitrógeno gaseoso a temperatura

ambiente y los tubos se guardaron en oscuridad. 50 pg de la Ig correspondiente en un

volumen de 50 pl de buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4 se agregaron a un tubo de

lodogen junto con 0,5 mCi de Na['2’l] (NEN). Luego de 10 min. de incubación a temperatura

ambiente, con agitación ocasional, se separó la proteína marcada del isótopo libre, por

filtración en columnas de Sephadex G-25 de 8 ml. El AcM radiomarcado se eluyó y la

radioactividad incorporada fue cuantificada en un contador Gamma. La actividad específica de

los AcMs iodinados fue de 4-8 pCi/ug. Los AcMs se analizaron en geles SDS-PAGE 7,5% y

posterior autorradiografia.
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V.c.2.—Condiciones de RID

Se utilizaron ratones atímicos NIH (nu/nu) portadores de tumores entre 0,5 y l cm de

diámetro en el dorso. Los tumores fueron establecidos como ya se explicara anteriormente.

Entre 25-70 pCi (aproximadamente lOpg) del AcM radioiodinado se inocularon por via

intraperitoneal. Los ratones fiJeron monitoreados a diferentes tiempos con una cámara Gamma

ELSCINT DYCOM 80 equipada con un colimador pin-hole.

V.c.3.- Autorradiografia de los tumores RID

Para identificar efectivamente las zonas del tumor en las que se localizó el AcM FC-3S

marcado radioactivamente, se extirparon aquellos tumores que habían sido eficazmente

radioinmunodetectados. Se fijaron en formol 10% en PBS, se incluyeron en parafina y se

realizaron cortes de 5 um de espesor. La autorradiografia de los cortes en parafina se efectuó

tal cual se describiera en la Sección ILf.

V.d.- OBTENCION DE METASTASIS EXPERIMEN TALES

Para la obtención de metástasis experimentales, cuatro ratones "nude" hembras de 6

semanas, se anestesiaron con 0,15 ml de pentobarbital sódico al 0,5%. En condiciones de

esterilidad en el flujo laminar, se preparó cada animal desinfectando la piel con alcohol. Se

practicó un corte transversal en la piel del abdomen de los animales en el costado izquierdo,

próximo a la zona del bazo. Este corte dejó al descubierto la membrana peritoneal, la que por

su transparencia permitió visualizar los órganos, en particular el bazo.

Una suspensión celular de un cultivo exponencial de IIB-BR-G (2 x lO‘5células en 40

ul de PBS) fue inyectada directamente en el bazo a través de la pared del peritoneo, con una

jeringa de insulina Terumo, de l ml de capacidad, portadora de una aguja incorporada 27 G x

‘/2".El empleo de este tipo de jeringa resultó fundamental pues al poseer la aguja incorporada,

no se pierde material, sobre todo en este caso en que el volumen es tan pequeño.
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Finalizado el procedimiento, se procedió a coser la piel del abdomen y los animales se

colocaron en un cuarto termostatizado a 37°C hasta su recuperación de la anestesia. Este paso

también resultó esencial para la posterior evolución de los animales que no presentaron en

ningún caso consecuencias adversas derivadas del procedimiento quirúrgico en sí.

A los 45 días los animales evidenciaron abdomen globuloso y en ese momento fiJeron

sacrificados, extraídos sus órganos y derivados para su examen histopatológico. El ratón fiie

enviado a autopsia. Una parte de los tumores desarrollados en los distintos sitios fire extraída,

disgregada y sus células plaqueadas, procediéndose al cultivo de las mismas durante dos

semanas, con dos tripsinizaciones y posterior criopreservación en nitrógeno líquido, en el

medio de cultivo utilizado para su crecimiento, pero conteniendo 20% de FBS y 10 % de

DMSO.
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I.- TUMORES DE MAMA HUMANOS

I.a.- HE TEROGENEIDAD CELULAR EN CANCERDE MAMA

Antecedentes

Uno de los aspectos más destacables en el estudio de los tumores es el notable grado

de heterogeneidad celular que se observa en los mismos. En nuestro laboratorio hemos

tratado de investigarla "hipótesis de la jerarquía celular en el cáncer de mama". Como ya

se describiera en la INTRODUCCION, esta hipótesis propone que tanto en los tejidos

normales con rápida proliferación (médula ósea, intestino) como en los tumores, existen

básicamente tres categorías de poblaciones celulares: l) las células slem; 2) las células

transicionales y 3) las células diferenciadas o terminales [Steel, 1977].

Esta jerarquía ha sido estudiada en detalle en precursores de médula ósea normal y

patológica [Till y McCullock, 1980].

La médula ósea murina contiene una jerarquía de células primitivas perfectamente

distinguibles de otras por su diferente capacidad de mantener la hematopoiesis después del

transplante en recipientes irradiados letalmente o genéticamente defectivos [Main y col.,

1982; Sutherland y col., 1990]. Dichas células son biológica, fisica y farmacológicamente

diferentes de la mayoría de las células detectables por ensayos clonogénicos a corto término in

vitro e in vivo, indicando que representan una población distinta a estas últimas [Sutherland y

col., 1990].

Con respecto a las células srem hematopoyéticas humanas, numerosas investigaciones

sugieren un paralelismo cercano con el sistema murino.

El sistema de cultivo a largo término de médula ósea (LTC) constituye un método in

vitro apropiado para la medición y caracterización de las células slem. La fracción de ce’lulas



primitivas expresan en su superficie el Ag CD34 [Brown y col., 1990], marcador precursor de

células stem hematopoyéticas, el que se utiliza para el enriquecimiento en estas células, de los

cultivos de médula ósea por inmunoselección [Dunbar y col., 1994].

La identificación de los componentes de la jerarquía celular, especialmente las células

stem, ha sido particularmente dificil en tumores sólidos.

Puesto que una de las hipótesis de nuestro laboratorio es que para lograr una terapia

efectiva del cáncer deben eliminarse las células stem, resulta esencial la caracterización de las

mismas.

Uno de los métodos para identificar células que están en el ciclo de división celular se

basa en la incorporación de [’HJdT en el ADN y la subsiguiente determinación

autorradiográfica del radioactivo incorporado. Esta técnica tiene la ventaja de preservar la

geometría del tejido cuando se realiza sobre biopsias.

Como modelo para la identificación de los segmentos más diferenciados de la jerarquía

celular, resultados previos de nuestro laboratorio [Bravo y col, 1985] establecieron que el

CEA se expresa preferencialmente en tumores de mama humanos diferenciados.

Se sugirió entonces que el gen del CEA sería expresado solamente en un momento

particular de la diferenciación celular, estando esa expresión reprimida en los tumores más

indiferenciados y en células normales [Bravo y col.,l985]. La pérdida de la expresión del CEA

en tejido normal de mama fiJe descripta por Nap y col. [1984], usando un AcM anti - CEA.

En base a los resultados observados y a nuestro interés particular en las células

stem del cáncer de mama decidimos: a) analizar la relación entre la síntesis de ADN y la

expresión de CEA en tumores de mama humanos; b) intentar la caracterización de la

subpoblación de células stem.
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Resultados

I.a.l.- Correlación entre capacidad proliferativa, expresión de CEA y diferenciación
tumoral

Para cumplimentar el primero de los objetivos mencionados, desarrollamos una técnica

capaz de determinar simultáneamente síntesis de ADN por autorradiografia y CEA por

inmunohistoquímica.

Como mencionamos anteriormente, resultados previos de nuestro laboratorio [Bravo y

col., 1985] demostraron que la expresión de CEA en tumores de mama humanos era

altamente heterogénea, estando directamente relacionada con el grado de diferenciación de los

tumores e inversamente relacionada con el índice mitótico de los mismos. Para analizar mejor

este punto, hemos estudiado 53 tumores a trave’s de determinaciones simultáneas de la

incorporación de [’H]dT al ADN y la presencia de CEA por inmunohistoquímica.

Como puede observarse en la Tabla I, el número de células positivas para CEA en

un tumor correlaciona inversamente con el grado de proliferación, ya que los valores más

altos de TLI están asociados con un menor contenido de CEA. Analizando además el grado

de diferenciación tumoral, fiie posible visualizar que los tumores CEA-positivos fueron

aquellos más diferenciados. Más aún, 5 de 6 tumores que no expresaron CEA tuvieron los

valores más altos de TLI y 4 de ellos fiieron Grado III (tumores con el más alto grado de

malignidad de acuerdo a la clasificación adoptada). Por otro lado, todos los tumores

Grado l expresaron CEA intracitoplasmático y el 72% de ellos tuvieron valores bajos de

TLI. Todos estos datos se correlacionan en forma estadísticamente significativa.

También utilizando este método y separación de poblaciones celulares en gradientes de

albúmina, se demostró que la expresión de CEA estaba confinada a subpoblaciones celulares

diferentes de aquellas que contenían las ce'lulasproliferantes [Podhajcer y col, 1986].

I.a.2.—Análisis de la relación entre células que sintetizan ADN y células positivas para

CEA

La determinación simultánea del TLI en la misma sección de tejido de cada uno de los

tumores positivos para CEA, reveló que aún luego de una incubación de 4 hs. con [’H]dT, la

mayoría de las células marcadas no expresaba CEA.
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Resultados

TABLA I

rrl i'nnr xr i'nd EA r mrl nTL

0 6 3,02 :1:0,76"

+ 16 1,33 :1:0,75“

++ 13 1,12 a: 0,46C

+++H+H 18 0,91 :l:0,40D

I 21 0,84 :t 0,37'

II 25 1,34 :i: 0,49b

III 7 2,32 a: o,74°

Significancia estadística (Test t de Student)

A-B, A-C y A-D z p < 0,001
B-C: 0,1<p<0,2.
B-D: 0,001<p<0,01.
C-D: 0,1<p<0,2.
a-b, a-c y b-c : p < 0,001.

El CEA1 Grado tumoral y TLI fiieron determinados como se ha descripto en Métodos.
La clasificación histológica de los tumores fue realizada de acuerdo a van Bogaert y Maldague
[1978] y el grado tumoral fue hecho en las mismas secciones siguiendo el criterio de Bloom y
Richardson [1957].
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Parte de un fragmento tumoral en el que se efectuaron ambas determinaciones

simultáneamente se muestra en la Figura 2. En él se observa que las células que contienen

[’H] localizadas en un extremo de la masa celular son CEA-negativas y de mayor

tamaño, mientras que la mayoría de las células tumorales son más pequeñas, positivas

para CEA y no presentan marca radioactiva. Sólo una célula CEA-positiva está también

marcada encontrándose en estrecha vecindad con las células negativas. Un esquema de la

correspondencia entre estos tipos celulares y el modelo de la jerarquía celular se muestra en la

misma figura. Las células marcadas estarían localizadas en un nido de células slem,

coexistiendo con células en estadio Go. El resto de las células que se observan en la Figura 2,

CEA-positivas y sin marca, presumiblemente corresponden a células diferenciadas que ya no

se dividen.

I.a.3.- Separación de subpoblacíones celulares en tumores primarios de mama humanos

Los resultados previos obtenidos en cortes histológicos de tumores primarios

indicaron la existencia de una gran heterogeneidad celular en lo que se refiere a marcadores de

diferenciación como CEA por un lado y a la de células en activa proliferación por otro.

Trabajos realizados en nuestro laboratorio [Podhajcer y col., 1986], demostraron la

existencia de distintas subpoblacíones celulares en los tumores primarios, a través del análisis

de células disgregadas enzimáticamente y sometidas a gradientes de albúmina bovina. Este

procedimiento, que permitió determinar diferentes marcadores en las distintas subpoblacíones,

mediante técnicas de inclusión en parafina y posterior corte por micrótomo, impidió sin

embargo trabajar en condiciones de esterilidad. Esta dificultad hizo imposible la realización de

cultivos posteriores de las células obtenidas, como por ejemplo ensayos clonogénicos en

medios semisólidos.

La realización de estos experimentos reviste particular importancia puesto que

en general se ha propuesto que las células tumorales capaces de crecer en este tipo de

ensayos son células stem (clonogénicas) [Hamburger y Salmon, 1977].
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Resultados

Figura 2

orres ondenci ntre un fra mento de 'id 'n r em m n
modelg gg la igrgrguíg cglglar

AUTO­
RENOVACION

CELULA

/ TRONCAL
CELULAS TRONCALES

NO PROLIFERANTES (Gol

EXPANSION
CLONAL

CELULAS
TRANSICIONALES

CELULAS

DIFERENCIADAS
TERMINALES

Sección de uno de los carcinomas de mama utilizado para la determinación simultánea de
síntesis de ADN y CEA.
STEM DIV.: células stem en división marcadas con dT[3H];
STEM G0: representa las células morfológicamente iguales a las siem pero sin marca;
EXP. CLONAL: son las células CEA positivas, marcadas con dT[3H];
DIF: son las células diferenciadas.
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Resultados

En trabajos que realizamos previamente sobre la línea celular MCP-7, utilizamos un

gradiente de densidades de Percoll como sistema experimental para separar por diferencias en

este parámetro las subpoblaciones celulares de dicha línea celular [Resnicoff y col., 1987]. Los

resultados obtenidos que sugerían la posibilidad de separar subpoblaciones con distinto nivel

proliferativo, nos llevaron a ensayar este sistema en tumores sólidos disgregados

enzimáticamente, puesto que el mismo nos permitiría aislar y obtener las células stem de los

tumores y sus sucesivos productos a lo largo del camino de diferenciación, en cantidades

suficientes para un ensayo clonogénico posterior.

I.a.3.i.- Descripción de los tumores estudiados

A tal efecto se estudiaron siete tumores primarios elegidos en base a un tamaño

significativo ( > 1g), con el objeto de obtener material suficiente, y a su grado de

diferenciación (establecido en biopsias previas a la cirugía) tendiendo a seleccionar aquellos

más indiferenciados. En la Tabla II se describen los datos clínicos de las pacientes

incorporadas al estudio. Se puede observar que la clasificación histológica predominante es el

carcinoma ductal infiltrante (6/7), variedad NOS. El status menopáusico fue variable, siendo

5/7 pacientes post-menopáusicas. Si bien los valores de las determinaciones de receptores

hormonales se detallan en la misma Tabla, no constituyeron un criterio de selección. Otro

parámetro que se registra es el número de ganglios positivos para metástasis, indicativo de

mal pronóstico.

I.a.3.ii.- Disgregación enzimática

Cada uno de los tumores que se detallan en la Tabla II fue disgregado

enzimáticamente siguiendo el protocolo descripto en la Sección Métodos. La variación en el

número de células obtenidas es resultado tanto de la masa tumoral como de su celularidad,

habiéndose obtenido entre 2,3 x 106 y 114 x 106 células por tumor (Tabla III). Esta

variabilidad es lógica si tenemos en cuenta que en la descripción anatomo-patológica de

los tumores, 3 presentaron marcada desmoplasia (tejido escleroso) del estroma, l

presentó escasa desmoplasia y los otros 3 no la presentaron.
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Resultados

TABLA II

Dgggripgig'n de lg; ¿umgrgg estudigggg

1 (FG) 50 Ca.ductal infiltrante (NOS) GHJGNa 3/20

2 (EG) 43 Ca.ductal infiltrante (NOS) GHJGNZ 11/15

3 (EV) 41 Ca.ductal infiltrante c/áreas GH2_,GN2_3 ND

de medular atípico.

4 (ER) 57 Ca.ductal infiltrante (NOS) ND ND

5 (BL) 52 Ca.lobulillar infiltrante GHZGN3 16/16

(NOS)

6 (EB) 44 Ca.ductal infiltrante (NOS) GHZGN2 2/9

7 (F0) 65 Ca.ductal infiltrante (NOS) GHqu2 neg

a) Van Bogaert y Maldague [1978].

b) La clasificación de Grado nuclear e histólogico se realizó en base a Fisher [1975].
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TABLA III

E dí n'm r 'lula tenida enl dis re aci'n enzimátic

l TJNOMo 30,0 x 106

2 T,N,,Mo 2,3 x 106

3 ND 6,6 x 106

4 T,N,Mo 109,0 x 106

T,N,Mo 5,3 x 106

6 TzNoMo 3,4 x 10°

7 ND 114,0 x 106

Tumores l, 2 y 3 : sin reacción desmoplásica.
Tumor 4 : escasa desmoplasia.
Tumor 5, 6 y 7 2marcada desmoplasia.

Tumores 3 y 4 : áreas de necrosis.

Tumores 3 y 7 : tratamiento previo QT y/o RT.

La clasificación de los tumores se realizó en base a las definiciones de la AJCC y la UICC para
los proyectos TNM [1988].
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Res"hadas

En todos los casos la viabilidad celular fue elevada (>80% ). Puesto que todas las

muestras fueron tumores primarios y no metástasis ganglionares (que no presentan matn'z

extracelular), la realización de una disgregación mecánica previa a la enzimática no aportó

mayor número de células.

Una vez obtenida una suspensión unicelular de cada tumor a través del pasaje por

mallas de distinto tamaño de poro, las células se centrifugaron en gradientes de densidad de

Percoll. La Figura 3 muestra los perfiles obtenidos para cada uno de los siete tumores

analizados. Como podemos observar, no existe un perfil común a los mismos. Sin

embargo las subpoblaciones celulares lll y IV (de densidades 1,040 y 1,050 g/ml

respectivamente), concentran mayor número de células, según se observa en la Tabla IV,

aunque esta diferencia no fue significativa. El tumor 3 presenta áreas con características de

carcinoma medular atípico, lo que le otorga una morfología diferente aunque esto no influye

en el perfil.

I.a.4.- Indice clonogénico de subpoblaciones celulares de tumores primarios

Como se explicó anteriormente, resultaba de fundamental importancia para nuestros

propósitos tratar de identificar, dentro de las subpoblaciones celulares aisladas de los siete

tumores analizados, alguna con características de slem. Numerosos son los métodos que se

han desarrollado para estimar el número de células stem en la población tumoral. Ya que

éstas, en un ambiente apropiado, pueden dar lugar a una gran familia de descendientes, puede

utilizarse esta propiedad para distinguirlas de las más diferenciadas con menor o ninguna

capacidad de proliferación. Un método para identificar estas células por su capacidad de

crecimiento es el ensayo clonogénico [Hamburger y Salmon, 1977].

El ensayo clonogénico en agar blando representa una técnica adecuada para estimar el

porcentaje de células con capacidad proliferativa dentro de una población tumoral. Para ello,

una suspensión celular heterogénea se coloca bajo condiciones de cultivo que le proveen un

soporte nutricional adecuado para la proliferación y mantiene la progenie en asociación

cercana con las células de origen, formando agrupaciones de mayor o menor número de
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Figura 3 (CONTlNUAClÓN)
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Siete tumores pn'man'os disgregados enzimáticamente fiJeron centrifugados en gradientes de

densidad de Percoll. Los perfiles de los gradientes obtenidos se hallan representados. Bajo

cada uno de ellos se graficaron los IC de las subpoblaciones celulares obtenidas.
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TABLA lV

iri i'n 'll mr rimrí nr ine rcl

La subpoblación I corresponde a las células que no penetran en el gradiente por poseer una
densidad menor a 1,035 g/ml.
La subpoblación VIII corresponde a las células que quedan en el pellet.
Los datos corresponden al promedio de los gradientes de siete tumores y se expresan como
porcentaje del total de células obtenidas :l:desviación estandard.
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células, las que se clasificarán arbitrariamente como colonias dependiendo de este número.

Los resultados se expresan como Número de colonias formadas por cada 100 células

sembradas (IC).

Sin embargo es importante destacar que no todas las células clonogénicas tienen

propiedades de células stem [Salmon, 1980] y que el número de ellas es variable dependiendo

del tejido o cultivo.

Las células de cada subpoblación y un número igual de células totales se plaquearon en

medio semisólido según se detalla en Métodos. Los IC de las células totales fueron:

Tumor l (FG) : 0,25.

Tumor 2 (EG) : 0,24.

Tumor 3 (EV) : ND.

Tumor 4 (ER) : 0,031.

Tumor 5 (BL) : 0,032.

Tumor 6 (EB) : ND.

Tumor 7 (FO) : ND.

ND= no determinado.

En la Figura 3 se representó debajo de los gráficos correspondientes a los perfiles del

gradiente de cada tumor, el IC de las distintas subpoblaciones obtenidas. Algunos de los

tumores no fueron evaluables porque el número de células obtenido para cada subpoblación

no fue suficiente para realizar el ensayo.

En el tumor l (FG) las células clonogénicas se distribuyeron homogéneamente en

cuatro de las ocho subpoblaciones separadas según su densidad, con un IC de

aproximadamente 0,08 % y en las cuatro subpoblaciones restantes presentaron un IC de

0,04%. En los tumores 4 (ER) y 5 (BL), las células clonogénicas quedaron restringidas a dos

densidades no coincidentes. En el tumor 5 (BL) los valores de IC alcanzados por las
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subpoblaciones celulares fiieron de un orden de magnitud mayor que para los otros tumores,

siendo bastante elevados para lo esperado en un tumor primario. En el tumor 6 (EB) las

células clonogénicas se distribuyeron en cinco de las seis subpoblaciones obtenidas y en el

tumor 7 (FO) en cuatro de las seis. Los tumores 2 y 3 no resultaron evaluables, puesto que,

como ya se dijera, las células no alcanzaron para realizar el ensayo.

De lo observado podemos concluir que si bien las células clonogénicas no se

concentraron en una densidad determinada, habría una mayor concentración de las

mismas en las densidades menores que corresponde además a células de mayor tamaño.

II.- ESTABLECIMIENTO DE LA LINEA CELULAR llB-BR-G

Puesto que los resultados obtenidos con los tumores primarios no permitieron

identificar claramente alguna subpoblación celular con características de srem y dado que

estábamos trabajando con tumores primarios escasamente diferenciados, pensamos que una

aproximación alternativa para estudiar las células stem era intentar establecer una línea celular

con esas características. Es decir, si lográbamos nuestro objetivo, obtendríamos una línea con

alta capacidad proliferativa, agresiva e indiferenciada, de tal forma de asegurarnos su similitud

con las células stem. Para ello fiJe necesario diseñar un medio de cultivo adecuado a los

requerimientos de células provenientes de cultivos primarios, y ello se logró modificando el

medio descripto por Stampfer y col.[l980] para el crecimiento de organoides aislados de

mama normal. Este medio, además de poseer los suplementos establecidos para ese tipo de

cultivos, fiie adicionado con antioxidantes (ascórbico, selenito de sodio) puesto que los

procesos oxidativos de las células tumorales sean probablemente parcialmente responsables

de la falla en el establecimiento de líneas celulares.

Otra de las causas del fracaso en el establecimiento de líneas celulares provenientes de

tumores primarios de mama, no muy frecuentes en la literatura científica, es que las células

mesenquimáticas, en general fibroblastos, que contaminan la disgregación enzimática, se

seleccionan a través de los sucesivos pasajes, terminando por superar en número a las ce'lulas
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tumorales. Esto es, en cultivos primarios de tumores mamarios los fibroblastos tienen ventajas

selectivas sobre las células tumorales. De hecho algunos intentos preliminares de cultivos

primarios que realizamos nos dieron como resultado el crecimiento de fibroblastos en

monocapas como podemos ver en la Figura 4.

Para evitar que esto ocurriera, introduje una etapa intermedia donde la ventaja
selectiva estuviera a favor de las células tumorales: los ratones desnudos. En este

sistema se aprovecha la capacidad de las células tumorales de formar tumores en

ratones atímicos [Giovanellay Fogh, 1985] en tanto que las células normales, aún cuando

sean inyectadas en número elevado (10"), no son tumorigénicas [Seung-ll Shin, 1979].

En base a lo anteriormente expuesto, y de acuerdo al número de células provenientes

de la disgregación enzimática de cada tumor, parte de las mismas fueron plaqueadas en el

medio de cultivos diseñado y parte fueron inoculadas en ratones atímicos hembras.

El objetivo planteado logró éxito con el tumor FG, lo que se explica analizando

las características del mismo: a) alto grado de indiferenciación (GHJGNJ); b) el IC de

las células totales resultó el más alto de los siete tumores (0,25) y muy elevado para un

tumor primario; c) el índice mitótico fue Grado 3 (definido como > 20 mitosis en 10

campos de 40 X); d) rendimiento celular importante (30 x 10‘; Tabla lll). Otro de

los tumores que presentó Características similares fue el 2 (IC:O,24 y GHsGNJ), pero dado

que el tamaño tumoral fire menor, el rendimiento de células también lo fue (2,6 x 106), no

siendo suficientes luego de separar las necesarias para la realización del gradiente, para
inocular un ratón.

II.a.- Desarrollo tumoral de IlB-BR-G en ratón "nude"

Los ratones congénitamente atímicos o "nude" son incapaces de rechazar aloinjertos al

carecer de linfocitos T [Giovanella y Fogh, 1985]. Por esta razón han sido utilizados como

modelos experimentales de crecimiento in vivo para tumores alogeneicos, especialmente

humanos, ya sea por transplante subcutáneo de trozos de tumor o por inyección de

suspensiones celulares.
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Figura 4

Apariencia microscópica de fibrgplastgg aislaggs dg mmgrgs primarigg gg
mama humangs

La disgregación enzimática de tumores primarios de mama y posterior plaqueo de los mismos,

sin pasar previamente por la inoculación de un ratón desnudo, dió como resultado la rápida

adaptación al cultivo y el crecimiento de fibroblastos. Aumento 100 X.
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La digestión enzimática del tumor FG (-3g), arrojó un rendimiento de 30 x lO6células

viables aisladas. De acuerdo a nuestras expectativas, y dadas las características de dicho

tumor, la inoculación subcutánea de l x lO6de estas células en la almohadilla mamaria de un

ratón "nude" hembra, produjo una semana más tarde un tumor de 0,4 cm de diámetro en el

sitio de inoculación, que al cabo de un mes alcanzó l cm de diámetro, momento en el cual fiJe

extirpado (Figura 5). Cabe destacar que por el hecho de desconocer el status de receptores

estrogénicos del tumor, se administró al ratón estradiol inyectable hasta el momento en que

obtenido dicho dato y al ser éste valor negativo, se hizo innecesario [Bnmner, 1989].

Este procedimiento persiguió el propósito de aumentar el número de células

tumorales y paralelamente disminuir la proporción de fibroblastos contaminantes

puesto que, como ya dijimos, éstos no forman tumor en ratones atímicos [Seung-Il Shin,

1979]. Algunos autores utilizan una tripsinizaeión diferencial para eliminar los fibroblastos

[Band y Sager, 1989] pero nuestra técnica resultó efectiva dado que la masa tumoral

pudo ser removida bien encapsulada, sin fibroblastos humanos y en forma

relativamente libre de tejido del huésped como habitualmente ocurre en ratones "nude",

[Seung-Il Shin, 1979].

El tumor desarrollado en el ratón "nude" fue denominado IIB-BR-GNUBE*.

* Clasificación adoptada por nuestro laboratorio.

IIB: Instituto de Investigaciones Bioquímicas.

BR : Breast.

G : inicial del apellido de la paciente.
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Figura 5

Ratg’n"nude" hembral portador de tumor de células de la paciente FG

A] cabo de un mes de la inoculación de 1 x 106células tumorales de mama, aisladas de la

paciente FG, en la almohadilla mamaria de un ratón "nude" hembra, ésta desarrolló un tumor
de 1 cm de diámetro
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II.b.- Análisis histopatológico del tumor llB-BR-GNUBE

Este estudio se efectuó con el propósito de averiguar si el tumor desarrollado en el

ratón poseía características histológicas semejantes al tumor primario. Puesto que la

clasificación original del tumor FG fire realizada en base a Fisher [1975], y no tiene en cuenta

el índice mitótico, que aporta un dato importante con respecto a la agresividad del tumor, fue

necesario reclasificar histológicamente el tumor FG y utilizar el mismo criterio para el tumor

crecido en ratón "nude". Esto fue realizado de acuerdo a Bloom y Richardson [1957] sobre

cortes teñidos con hematoxilina-eosina.

El aspecto microscópico del tumor primario y del tumor del ratón "nude"

correspondiente al primer pasaje se muestran en la Figura 6 y revelaron una morfología

similar, compuesta por células tumorales altamente indiferenciadas, siendo ambos de

Grado III (Figura 6 A y B).

II.c.- Establecimiento de la línea celular

El tumor desarrollado en el ratón "nude" fue disociado mecánicamente como se

describió en Métodos y las células aisladas con un 98% de viabilidad, se crecieron

exitosamente in vitro. Una vez establecida la línea celular, se realizaron pasajes sucesivos

semanales, llevando actualmente (al 10/1/95) 5 años. La Figura 7 esquematiza el proceso de

obtención [Bover y col., 1991].

II.d.- Morfología de la línea celular

Los cultivos en monocapa de las células IIB-BR-G creciendo a dos densidades

diferentes se muestran en la Figura 6 (C y D). La línea celular es mostrada en su pasaje 13.

Cuando fue plaqueada a baja densidad pudieron observarse dos tipos morfológicos

diferentes: a) células con aspecto epitelioide y b) células gigantes multinucleadas con

nucleolos grandes y abundantes (Figura 6 C). Puesto que estas células tienden a apilarse al

llegar a confluencia, las diferencias entre ambos tipos celulares son menos evidentes en la

Figura 6 D. Esta morfología permanece invariable en los pasajes actuales.
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Figura 6

Aspecto migrggcg’picgdel gmor primario, del tumgr del rgtg’n"nude" 1 dg
lg línea celular

(A) tumor primario de mama. (B) tumor del ratón "nude".
(C) células de la linea IIB-BR-G en crecimiento exponencial. Pueden observarse varias células
gigantes multinucleadas. (D) células IIB-BR-G creciendo cercanas a confluencia.
A y B: Hematoxilina-eosina. C y D: Microscopía de contraste de fase. Aumento 400 X.
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n i'n l lín l l rllB-BR­
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»-<gjü<ggmqbi134:ï<13m°<33 IIB-BRG

La figura esquematiza las etapas seguidas en el proceso de obtención de la línea celular. Como

ya se mencionara en la Discusión la inoculación de las células del tumor priman'o en el ratón

"nude", resultó un paso crítico en esta obtención.
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II.e.- Microscopía electrónica

Con el objeto de realizar la descripción ultramicroscópica de nuestra línea celular,

cultivos exponenciales paralelos de células IIB-BR-G fiJeron fijados con 2% de PFA y

procesados para microscopía electrónica como se describió en Métodos. Dos de ellos fiJeron

empleados para la inmunocitoquímica con el AcM FC 2.05 o FC-2.06 y se describirán más

adelante en el item correspondiente a caracterización antigénica. El otro fiJe usado como

control de dicha reacción (incubado con PBS) y sirvió para analizar la morfología celular.

Las células IIB-BR-G poseen aspecto epitelial y se disponen en mono- y bicapas.

Morfológicamente exhiben dos poblaciones diferentes, una de forma cuboide (Figura 8

A) y la otra aplanada y extendida (Figura 8 B). Las células de la parte superior de la

bicapa presentan microvellosidades en la superficie de su membrana apical, que no se

observan en las células de la capa inferior. El núcleo de las células cuboides es irregular

(Figura 8 A), mientras que el de las células aplanadas es alargado y de bordes regulares

(Figura 8 B, parte superior). En la Figura 8 B (parte inferior) se observan mitocondrias en

escaso número y con pocas crestas, lo que es frecuente en células tumorales.

II.f.- Cinética de crecimiento de IIB-BR-G

La Figura 9 muestra la cinética de crecimiento in vitro de la linea IIB-BR-G

determinada en los pasajes 12-15. El tiempo de duplicación, determinado a partir de la

porción lineal de la curva, fue de aproximadamente 30 hs. El TLl determinado en

cultivos independientes fue 47,9%.

Las células tumorales, cuando se adaptan al crecimiento in vitro, presentan en general

menores requerimientos que las células normales, llegando a crecer incluso sin el agregado de

suero. Esto pudo ser demostrado en la linea IIB-BR-G, ya que en presencia de 1% de suero

fetal bovino se alcanzó el mismo tiempo de duplicación que con 10% de suero, mientras

que en ausencia total del mismo las células no crecieron, despegándose la monocapa. Las

curvas correspondientes pueden observarse en la Figura 10.
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Figura 8

Morfolo ía ultramicroscó ica de la línea celular IIB-BR-G

(A) Células cuboides y superpuestas Nótese las microvellosidades presentes en la superficie
de la membrana apical de la célula que se halla arriba. (B) Células aplanadas y extendidas.
Ambos tipos de células presentan características epiteliales. Aumento 2000 X,
Inmunoreacción:(C) AcM FC-2.06; (D) ACM FC-2405. Células fijadas con
paraformaldehído.

-101­



Figura 9

' rlmln ll ll

NUMERODECELULAS(X1000)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

DIAS EN CUL11VO

Aproximadamente 2-5 xlO‘ células/ml fiJeron sembradas en multiplacas de 24 pocillos. A los
tiempos indicados, las células fueron tripsinizadas y contadas en cámara de Neubauer. Cada
punto representa el promedio de cuatro experimentos realizados por duplicado.
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Figura 10

D n ni r [IB-BR­

NUMERODECELULAS(X1000)

0 2 4 6 0 10 12 14 10
DIAS EN CUL11VO

La línea celular fue crecida en presencia de 10%, 1% y ausencia total de FBS en el medio de

cultivo. La Figura muestra la cinética correspondiente a estas tres situaciones.
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En la Figura ll se observa el crecimiento de las células en medio libre de

estrógenos y de rojo fenol, cuyo efecto estrogénico ha sido descripto [McGuire y De La

Garza, 1973]. Como era dable esperar por no expresar las mismas receptores hormonales, la

cinética es idéntica al control.

II.g.- Ensayo clonogénico

La capacidad de formar colonias en agar blando se ha correlacionado con la

tumorigenicidad de las células en ratones "nude" [Freedman y Shing, 1974].

Las células IlB-BR-G fueron estudiadas en su capacidad de crecer en forma

independiente del anclaje en agar blando, determinándose un IC de 21,8%. Este valor es

dos órdenes de magnitud superior al IC del tumor primario (0,25%), aunque debe tenerse en

cuenta que en los tumores primarios existen numerosas células que se hallan en estado

metabólico deficiente, por lo que de todas maneras este IC debe considerarse elevado para un

tumor primario.

En la Figura 12 registramos la fotografia de una colonia formada por las células del

tumor FG (Aumento 400 X), resultando llamativo su gran tamaño tratándose de células

provenientes de un cultivo primario. Esto no hace más que corroborar la agresividad del

tumor y podn’a estar relacionado con su capacidad de adaptación al crecimiento in vitro.

II.h.- Tumorigenicidad en ratones "nude"

Para corroborar que las células de la línea celular establecida conservan su carácter

tumorigénico se inocularon 5 y 10 x 106 células provenientes de un cultivo exponencial en

forma subcutánea en ratones "nude" hembras. Esto determinó la aparición de tumores al cabo

de un mínimo de 45 - 60 días.
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D n ni r' n [IB-BR­

oo NUMERO CELULAS (x 1000)

0 2 4 6 8 10

La línea celular fue crecida en presencia de medio de cultivo sin rojo fenol y FBS depletado de

hormonas esteroides para corroborar la cinética de crecimiento independiente de las mismas.
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Figura 12

Ensayo clonogénico realizado con células del tumor FG

Se observa una colonia de células totales obtenidas de la disgregación enzimática del tumor

FG. Tamaño alcanzado luego de 20 días de cultivo. Aumento 100 X.
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II.i.- Expresión de Antígenos tisulares y receptores hormonales

Con el objeto de caracterizar el fenotipo de la línea celular IIB-BR-G, se determinó la

expresión de diversos antígenos tejido - específicos y receptores hormonales tanto en la línea

celular como en el tumor primario, metástasis ganglionar de la paciente y tumor desarrollado
en el ratón "nude".

Para corroborar que nuestra línea celular era de origen epitelial, se realizó

inmunomarcación para citoqueratina, actina, antígeno epitelial de membrana (EMA) y

vimentina.

Las queratinas pertenecen a los filamentos intermedios Tipo I y II del citoesqueleto

celular [Fuchs y Weber, 1994]. Se expresan diferencialmente en la mayoría de las células

epiteliales en varios estadios del desarrollo y diferenciación. Las queratinas de alto peso

molecular se expresan en tejidos diferenciados y las de bajo peso molecular, lo hacen en

tejidos indiferenciados. El Ac que utilizamos constituye un cocktail que reconoce tanto las

formas de alto como de bajo peso molecular (ACl-AC3).

La actina es una proteína ubicua en eucariotes y constituye el principal componente de

los filamentos delgados expresados en las células musculares. El resto de las células

eucarióticas son también ricas en actina [Stryer, 1988] pero gran parte de la misma se halla

polimerizada en microfilamentos semejantes a los filamentos delgados del músculo. Los

filamentos de actina en células no musculares son estructuras transitorias en contínua

formación y reformación.

El EMA es un Ag que forma parte del glóbulo de grasa de la leche. El Ac utilizado

reconoce epitelios bien diferenciados y muestra positividad en los acinos normales.

La vimentina es una proteína perteneciente a los filamentos intermedios Tipo III y es

normalmente expresada por células de origen mesenquimático [Bernal y Stahel, 1985]. No

obstante, estos filamentos han sido detectados en líneas celulares de tumores de mama

humanos [Sommers y col., 1989] y en una alta proporción de tumores primarios de mama

RE-negativos [Cattoretti y col., 1988]. De ahi que hayamos decidido investigar su presencia
en nuestra línea celular.
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TABLA V

Determinagig'n ge antígengs tisulares y receptgres hgrmgnales en la línea
gglglgr IIB-BR-Q

Tumor primario ND Hl+++ +++ ++++ + - ­

Mts.ganglíonar +++ +++ +++ +

Tumor en "nude" ++

Línea celular - ++++ + - +++ - ­

La expresión de los Ags arriba descriptos en el tumor primario, metástasis de ganglio axilar,

tumor desarrollado en el ratón "nude" y línea celular fue determinada en cortes de parafina y

las determinaciones de RE y RPg fiieron realizadas en cortes por congelación, según se

describió en Métodos.

La reacción fue medida como sigue:

+ = l-25% de células positivas (escasa cantidad);
++ = 26-50% de células positivas (moderada cantidad);
++ = 51-75% de células positivas;
++++ = 76-100% de células positivas (+++ y ++++ abundante cantidad).
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Figura 13

l Ex r sión de vimentina en la línea celular IIB-BR-G
l

l

Un pellet de células provenientes de un cultivo exponencial, se incluyó en parafina y sobre los

cortes se realizó la ICQ. La positividad de la reacción se visualizó con DAB.

A: Células positivas incubadas con el Ac anti-vimentina; B: Control negativo (PBS).
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Los resultados inmunohistoquímicos se resumen en la Tabla V. En la misma puede

observarse que algunas características fenotípicas como expresión de RE, RPg y actina

son consistentemente negativas en los diferentes tejidos o células examinados. La

vimentina se expresa en todos ellos y la expresión de citoqueratina (UCD3, PKK-l) y

EMA, difieren notablemente entre el tumor primario o la metástasis y los tumores

establecidos in vivo e in vitro. Los resultados inmunohistoquimicos con el Ac policlonal CEA

sobre los tejidos del tumor primario, IIB-BR-GNUDEy la línea celular, se describen en la misma

tabla. En la Figura 13 se observa la inmunocitoquímica para vimentina en células IIB-BR-G

en suspensión incluidas en parafina.

Los resultados observados nos permitieron corroborar el carácter epitelial de
nuestra línea celular.

II.j.- Expresión de Antigenos Asociados a Tumor

La hipótesis de la jerarquía celular sostenida por nuestro laboratorio propone la

división fiincional de las células tumorales en stem, semidiferenciadas y diferenciadas, tal como

quedó claramente graficado en la Figura l de la Introducción. Para comprender mejor la

naturaleza de la transformación maligna y la causa de los diferentes grados d'e agresividad de

los tumores de mama, las diversas subpoblaciones celulares de esta jerarquía deberían ser

identificadas.

La existencia de numerosos AcMs que reconocen diferentes marcadores tumorales,

permite contar con una herramienta adecuada para tratar de dilucidar el proceso de

diferenciación. Algunos de esos AcMs han sido ampliamente asociados con cáncer de mama

humano

En un trabajo realizado en nuestro laboratorio por Ballaré y col.[l993], sobre 28

biopsias de tumores de mama con una serie de ACM, se encontró una correlación significativa

entre la expresión de algunos Ags y un más alto grado de diferenciación de los tumores. Esto
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permitió elaborar una secuencia de expresión de los marcadores analizados, a lo largo del

camino de diferenciación de los tumores [Ballaré y col., 1993].

En dicho trabajo se utilizan además algunos AcMs que hemos desarrollado en nuestro

laboratorio, FC-2.05, FC-2.06 y FC-2.15 que reaccionan con Ags presentes en células de

cáncer de mama humano con alta capacidad proliferativa [Mordoh y col., 1992; Mordoh y

coI., 1994]. Como inmunógeno para obtener dichos AcM, utilizamos células derivadas

de un carcinoma mamario indiferenciado, RE y RPg-negativos, de una paciente de 60

años [Mordoh y col., 1994]. La obtención de las células, fue similar a la explicada

anteriormente en el aislamiento de las del tumor FG que dió origen a nuestra línea

celular. La secuenciación de las porciones nucleotídicas correspondientes a las regiones

variables, tanto de la cadena pesada como liviana del AcM FC-2.15, reveló que se

trataba de un anticuerpo no descripto anteriormente en la bibliografía.

Las células de los tumores primarios #1, #4 y #5 (FG, ER y BL respectivamente)

disgregadas como ya se explicara en la Sección I.e de Métodos, se emplearon para evaluar la

capacidad de lisis por complemento del AcM FC-2.]5. Las células tumorales que fueron

incubadas con el AcM evidenciaron disminución del IC comparadas con las células

control incubadas sólo con complemento, mostrando una capacidad clonogénica

residual de 42,9% :t 6,5 (promedio de los tres tumores analizados). Esto no hace más

que corroborar la reactividad del AcM con las células stem.

En base a lo anteriormente expuesto podemos afirmar que la serie de marcadores

mencionados reconoce antígenos asociados con cáncer de mama. Por esta razón hemos

decidido utilizarla en el análisis antigénico de nuestra línea celular. En la Tabla VI se describe

la serie de ACM y los Ags correspondientes que éstos reconocen. La reactividad de los

mismos para ICQ e IF ensayada sobre células fijadas con acetona, puede observarse en la

misma tabla.

En la Figura 14 representamos la secuencia de expresión de los AcM utilizados en los

tumores primarios [Ballaré y col., 1993], y ubicamos en ella el sitio donde se hallaría nuestra

linea celular en base a los resultados que figuran en la Tabla anterior.
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TABLA VI

ii I lín llrllB-BR- n ifrn AM

..bas92’198j37ï

z'céficíáie’iiiícoí”199i

-' .Mói'dohyaii, 1992

­
1992.;

El análisis de la expresión de Ags en la línea celular IIB-BR-G, fue realizado como se
describió en Métodos.

a: La reactividad fiJe evaluada como intensidad del cromógeno como sigue: (-) negativo; (+)
baja expresión; (++) moderada expresión; (+++) alta expresión.
b: El porcentaje de células positivas está referido a la fijación con acetona.
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Figura 14

[lbigggig’ngg IIB-BR-fi gn secuencia dg expresig'n dg marcadores mmgralgs

llB-B R-G

' ‘ DIFERENCIACION CELULAR _______e -- >
FC 2.05|FC2-06—4.36—¿57—36.2—

1 91.1RE _E872.3 —MBR1 _RP _
COL12 _

Ballaré y col. [1993] propusieron una secuencia de expresión de marcadores tumorales en

base a un análisis realizado en una serie de tumores de distintos grados de diferenciación. De

acuerdo a la expresión de los mismos en nuestra línea celular, ésta es la ubicación que le

corresponde en dicha secuencia.
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Los siguientes puntos pueden destacarse de la ICQ:

a) De acuerdo al alto grado de indiferenciación de nuestra línea celular, sólo aquellos Ags

relacionados con esta característica se expresaron en el 100% de las células (ACM 4.36,

FC-2.05 y FC-2.06) mientras que los Ags correspondientes a estados más diferenciados no se

expresaron.

b) El AcM FC-2.15 es negativo, resultado que se discutirá luego.

c) Si bien la expresión de CEA determinada por el antisuero policlonal da fuertemente positiva

en la línea celular (Tabla V) no ocurre lo mismo con los AcM COL-12 y Bl.l, que reconocen

distintos epitopes de la misma molécula.

d) La intensidad de reacción del AcM FC-2.05 es mayor que la obtenida con el AcM 4.36

(Figura 15 A y B). Esta observación también es válida para las determinaciones de IF

(resultados no mostrados).

e) En células fijadas con acetona la IF para el AcM FC-2.05, resultó positiva para el 100% de

las células, con elevada intensidad y reforzamiento perínuclear (Figura 16 B).

l) Cuando las células fueron fijadas con formaldehído (Ags de superficie) sólo el 30% de las

mismas fueron positivas por IF para el último anticuerpo. Un ejemplo de esta reacción se

muestra en la Figura 16 D. En este caso pueden observarse puntos fluorescentes de elevada

intensidad en las células positivas. Las conclusiones de los puntos e) y l) son también válidas

para la ICQ.

Los resultados observados nos permitieron corroborar que la línea celular está

constituída principalmente por células tumorales mamarias de alto grado de

indiferenciación como se observara en la caracterización morfológica.

II.k.- Microscopía electrónica de la inmunorreacción con los AcM FC-2.05 y FC-2.06

Además de la microscopía electrónica para la descripción morfológica de la línea

IIB-BR-G, dos cultivos paralelos fueron procesados para inmunohistoquímica utilizando el

AcM antitumoral FC-2.05 o FC-2.06 y marcación con inmunoperoxidasa. Las células
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Figura 15

' í' l F-205 36 rllín llr
115-1311-9

A: ACM FC-2.05; B: ACM 4.36

Nótese la positividad de la reacción en el 100% de las células.
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Figura 16

Reacción de immunofluorescencia con el AcM FC-2.05 s bre la línea
celular IIB-BR-g;
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A y BzCélulas fijadas con formaldehído C y DzCélulas fijadas con acetona
A y C: Microfotografias de contraste de Fase, B y D: Microfotografias con reaccion de
immunofluorescencia de los mismos campos que en A y C respectivamente.Aumento 400 X.
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mostraron una intensa marcación de la superficie celular con el FC-2.05 (Figura 8B y D).

Puesto que las células no están permeabilizadas, la imagen oscura (Figura 8D) puede deberse

a la presencia de peroxidasa endógena .

En el caso del AcM FC-2.06 la marcación positiva registrada también en la

membrana, recuerda el aspecto de un Ag secretante (Figura 8C, flecha), dado que la

zona positiva adquiere forma de pequeños glóbulos.

lI.l.- Análisis citogenético

El análisis citogenético de una línea celular resulta esencial para establecer el patrón de

alteraciones cromosómicas. Para dicho análisis se estudió un total de 33 células de la línea

celular en el séptimo pasaje y se realizó un estudio detallado por bandeo G de 20 metafases.

Los recuentos cromosómicos se muestran en la Tabla VII. Se observó una distribución

bimodal: a) metafases con un número de cromosomas entre 56 y 58; b) metafases con un

número modal tetraploide o hipertetraploide. También se observaron ganancias y pérdidas de

diferentes cromosomas con un amplio rango de heteroploidía.

Cuando se realizó el bandeo G se encontraron múltiples cromosomas marcadores cuya

distribución se presenta en la Tabla VIII. La aberración más frecuente fiie el marcador 5p+

(100% de las células) originado por una translocación t(3;5)(p21;p13). Se observaron dos

cromosomas marcadores dicéntricos, uno de ellos originado de los cromosomas #1 y X: dic

(X;1) (q28;q42) y el otro de los cromosomas #9 y #11: dic (9,1 1) (q22;q22). También fiJeron

observados dos isocromosomas, i(7q) (85% de las células) e i(21q), múltiples marcadores de

origen desconocido (Ml, M2 y M3) y anillos. M3 probablemente se originó de parte del brazo

largo del cromosoma #1. En el 90% de las células se encontraron DMs, que son considerados

evidencia de amplificación genética [Schimke, 1980]. Cada metafase mostró sólo l o 2 DMs.

Las Figuras 17 y 18 muestran los cromosomas marcadores.Se observaron ganancias en los

cromosomas #1, #2, #3, #4, #10, #19, #20 y #21, mientras que en los cromosomas #6, #12,

#15 y #22 se registraron pérdidas.
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TABLA VII

n r m 'mi nl lín l l r IB-BR­

90-100

2

El recuento cromosómico fue realizado sobre un total de 33 células procesadas para obtener

metafases como se descn'bió en Métodos.
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TABLA VIII

rmmm r liri i'nnlrii l'll

La distribución cromosómica fiJe analizada en 20 metafases que fixeron teñidas y bandeadas
con procedimientos convencionales. La identificación de los cromosomas fue hecha de
acuerdo a ISCN.
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Figura 17

Qitggenética dg IIB-BR-Q
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Metafase de IIB-BR-G mostrando los marcadores 5p+, i(7q)—(flechas),Ml, M2, M3 y DMs.
Un cromosoma #4 muestra la ruptura de una cromátide.
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Figura 18
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M

El análisis citogenétíco de la línea celular IIB-BR-G, fue realizado como se describió en
Métodos. Los cromosomas fueron teñidos convencionalmente con Giemsa y el bandeo
realizado con tripsina-Giemsa. La identificación de los cromosomas fiJe realizada de acuerdo a
ISCN.
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II.m.- Patrón genómico normal del gen RE

A pesar de que el tejido mamario normal expresa bajos niveles del RE, en la mayoría

de los tumores de mama no ocurre lo mismo [McGuire, 1980]. Esto podría indicar que los RE

ejercen una importante función en el crecimiento tumoral. Sin embargo, los tumores

RE-negativos son súmamente agresivos y generalmente determinan un intervalo libre de

enfermedad y una sobrevida significativamente más cortos de los pacientes portadores

[Remvikos y col., 1988]. Debido pues al valor pronóstico y a la conducta terapéutica a

adoptar resulta imprescindible el establecimiento de los receptores hormonales en los tumores

de mama.

La proteína RE presenta cinco dominios funcionales denominados A, B, C, D y E

desde el extremo amino terminal (Figura 19 A). Dichos dominios constituyen: 1) la región

amino temiinal (A/B), de importancia para la funcionalidad del receptor [Kumar y col., 1987];

2) el dominio de unión al ADN (C), cuya alteración puede determinar la inhibición de esta

función [Hollenberg y col., 1987; Godowski y col, 1987; Giguere y col., 1986; Kumar y col.,

1986]; 3) la región D que actuaría como bisagra entre las regiones de unión al ADN y a la

hormona, aunque una alteración en su composición y longitud no modifican la función del

receptor [Miller y col., 1985]; 4) la región E constituye la parte del receptor que interactúa

con la hormona y es esencial para una eficiente transcripción [Walter y col., 1985; Kumar y

col., 1986]. Se localiza en la región carboxi-terminal.

Nuestra línea celular no expresa RE y el 37% de las células muestra monosomía del

cromosoma #6 donde mapea el gen de RE, por lo que decidimos investigar la presencia de

alteraciones en dicho gen. En muestras de ADN provenientes de la línea celular IIB-BR-G, del

tumor primario y del tumor desarrollado en ratón "nude", se efectuó un análisis de Southern.

El ADN aislado de las muestras mencionadas anteriormente fue digerido con Eco RI e

hibridizado con el plásmido HeO que codifica para la secuencia completa del ADNc [Kumar y

col., 1986] (Figura 19 B). En cada muestra el patrón obtenido resultó idéntico, pudiendo

observarse 8 bandas de 8.5, 7.6, 6.9, 5.0, 3.6, 3.1, 2.7 y 1.7 kb (Figura 20). Estos resultados

concuerdan con los obtenidos para la línea celular MCP-7 [Walter y col., 1985]. Podemos

concluir que no existe alteración genética del RE en el alelo presente por lo que e’stano

es la causa de la ausencia de expresión del mismo.

-122­



Resuhadhs

Figura 19

Secuencia del Receptor Estrggénicg humano

PARTE A

1 38 180 263 302

LABILE

HEO

MULA

La secuencia del RE humano ha sido dividida en seis regiones (A-F) basada en su homología
con el RE de pollo. El extremo amino terminal de los 595 aminoácidos del RE humano está a
la izquierda [Kumar y col., 1987].

223.131.1113

Representación esquemática del plásmido HEO utilizado para la hibridización.
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Fïgura 20

Análisis del gen de receptor estrogéníco por Southern-Blot:

1 22 (3 ¿1

‘01O
l

ó­

p.) 0')

l
3,1-v- ‘v’

Las muestras de ADN digerido con EcoRl son
l: línea celular IIB-BR-G; 2: IIB-BR-GWDE;3: paciente (FG) y 4: placenta de parto normal.
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II.n.- Análisis de los protoncogenes HerZ/neu, c-mycy c-fos

La amplificación y sobreexpresión del oncogen HerZ/neu se ha detectado con cierta

frecuencia en pacientes con cáncer de mama y parece estar asociada con mal pronóstico

[Slamon, 1987 y 1989].

También en los tumores de mama, se ha encontrado expresión elevada del oncogen

c-myc [Slamon y col., 1984] correlacionando su amplificación genética con mayor agresividad

clínica [Yokota y col., 1986]. Diversos autores han demostrado amplificación o rearreglo en

respectivamente 33 y 4% de los carcinomas primarios de mama analizados [Escot y col.,

1986], aunque otros refieren sólo el 1 % [Meyers y col., 1990].

En la bibliografia no se han encontrado datos sobre alteraciones genéticas del

oncogen c-fos en cáncer de mama y por ser IIB-BR-G una línea de rápido crecimiento,

decidimos analizar la presencia de alteraciones en el mismo.

Las características de los oncogenes mencionados nos llevaron a seleccionarlos para

investigar sus probables alteraciones genéticas en las muestras de ADN provenientes de la

línea celular IIB-BR-G, el tumor primario y el tumor desarrollado en ratón "nude" (Figura

21). Las construcciones de los plásmidos utilizados a tal efecto se observan en la misma

figura.

La principal alteración observada fue una amplificación de los protoncogenes

c-myc y c-fos en la línea celular, no existiendo correlación con el tumor del ratón o de la

paciente (Figura 21 A y C). El nivel de amplificación fue mayor para el protoncogen

c-fos que para el c-myc. Inversamente, HERZ/neu apareció amplificado en el tumor

primario, pero dicha alteración no se observó en la línea celular ni en el tumor del

"nude" (Figura 21 B). Esta amplificación génica en el tumor primario coincide con una

expresión aumentada de la proteína en el mismo y una expresión negativa en IIB-BR-G

e IIB-BR-GNUDE,determinada por inmunohistoquímica con el AcM correspondiente

(datos no mostrados). La digestión del material genético con otras enzimas de restn'cción

(Hind III y Bam HI) reveló la ausencia de polimorfismos para el HERZ/neu.
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Figura 21

PARTE 1

Eco RI Eco RI
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PARTE 2

Análisis de proto-oncgggneg por Southern-Blgt: (A)c-myc,(B) Hch/ncu.
(C) c-fos, (D) gen ribosomal (control). Las muestras de ADN digerido con licoRl son
l: línea celular IIB-BR-G; 2: llB-BR-Gmm; 3: paciente (FG) y 4: placenta de parto normal
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II.o.- Expresión del antioncogen p53

Puesto que se ha demostrado que p53, vimentina y EGP-R se expresan en carcinomas

de mama RE-negativos [Cattoretti y col, 1988], determinamos la expresión por

inmunohistoquimica de la primera. Los resultados mostraron una elevada positividad de las

células, lo que generalmente indica expresión de la proteína mutada (datos no

mostrados) [Reich, 1983; Lane y Benchimol, 1990; Hanski y col, 1992].

II.p.- Expresión de Cat D

La proteína de S2 kD Cat D, es secretada en exceso al medio condicionado de líneas

celulares de cáncer de mama humano, siendo inducida por estrógenos [Westley y Rochefort,

1980].

La pro-Cat D secretada y activada puede actuar tanto directamente por digestión de

la matriz extracelular [Briozzo y col., 1988] o indirectamente iniciando la cascada proteolítica

responsable de la degradación de la membrana basal facilitando por tanto la invasión y

formación de metástasis [Rochefort, 1990], sugiriendo un rol potencial en invasión tumoral.

No obstante estudios de invasividad in vitro realizados en clones de MCP-7 [Johnson y co|.,

1993], demostraron que no hubo correlación entre los niveles de secreción de Cat D y la

capacidad invasiva de cada clon.

Nuestra línea celular fiie analizada en su expresión de Cat D por técnica de

Northem-blot e inmunocitoquímica. Ambos ensayos mostraron positividad en la

expresión. En el Northern, esta expresión resultó menor que la encontrada en las líneas

celulares MCF-7 y MDA-MB-23l (Figura 22). La inmunocitoquímica mostró intensa

positividad de las células para dicha proteasa (datos no mostrados), tanto en la línea

celular como en el tumor primario.
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Figura 22

Expresion de Catepsina D mARN en lg línea celular IIB-BR-G

MDA-MB-231 llB-BR-G MCF-7

CAT DV

12 ug de ARN total fue sembrado en cada calle, sometido a electroforesis, transferido a
membranas de nylon e hibridízado con una sonda de Cat D humana. Las líneas celulares
usadas como control fueron MCP-7 (RE+) y MDA-MB-23l (RE-). Se han indicado las
posiciones de los ARNs ribosomales 28 S y 18 S. En la parte inferior se muestra la tinción de
la membrana de nylon con azul de metileno para corroborar la integridad del ARN y la
cantidad equivalente de material sembrado.
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III.- IIB-BR-GNUDE

IlI.a.- Cinética de crecimiento

Luego de separar material para su análisis histológico, algunos trozos del tumor

IIB-BR-G desarrollado en primer término en el ratón "nude" a partir de las células del tumor

priman'o FG, fiieron retransplantados subcutáneamente en ratones Balb/c nu/nu o

altemativamente en NIH nu/nu, en pasajes sucesivos con lo que se logró establecer la línea

IIB-BR-GNUDE,como se describió en el item [La de Resultados. En la Figura 23 se observa

la cinética de crecimiento de los tumores en los ratones "nude".

Los resultados de estos pasajes sucesivos demostraron que el 100% de los animales

transplantados desarrollaron tumor durante el primer mes. El crecimiento luego de 6 meses

fiie tomado como punto final, cuando se alcanzó un volumen de masa tumoral promedio de

7.500 mm’. No obstante, algunos de los animales utilizados fiJeron conservados para detectar

la probable aparición de metástasis espontáneas, hecho este que no se produjo.

La Figura 24 muestra un ratón "nude" hembra portador de un tumor generado por

estas células al mes de inoculación y la histología del tumor del pasaje 7. Nótese externamente

el área de ulceración del tumor que se observa en general en tumores de rápido crecimiento.
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Figura 23

VOLUMENTUMORAL(x1000mm3)

Cada punto de la figura representa el volumen tumoral promedio de cinco animales, medido

con un calibre en las fechas indicadas.
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Figura 24
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Aparigngig microscópica (le un tumor y ratón portador del pasaie ll

. "7 I la 'e

q

x3” x '. l '

9 3 k
1‘ p .

s A ( w VJ n‘
, v a

¡W o g "l M “fl
¡ 1' * 4'

! 3
‘ í

¡ng

Ratón "nude" de seis semanas transplantado mediante trócar con un trozo de 1 mm3 de tumor
de un ratón del pasaje anterior, en la mitad inferior-posterior de] tronco, El tumor que se
observa lleva 45 días de evolución. La pane superior muestra una sección de tejido coloreada
con Hematoxilina-eosina, Aumento 400 X.
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IV.- SUBPOBLACIONES EN LINEAS CELULARES

IV.a.- IIB-BR-G

En trabajos previos que realizamos sobre la línea celular MCP-7 [Resnicoff y col.,

1987], encontramos que, mediante la centrifiigación de las células en gradientes de densidad

de Percoll (ya descriptos para los tumores primarios), era posible aislar una única

subpoblación con características de stem.

Como mencionáramos anteriormente en la Sección 1.a.3 de Resultados, esta misma

técnica aplicada a los siete tumores pn'marios analizados, mostró resultados diversos, desde la

distribución de las células stem en todas las subpoblaciones obtenidas en la centrifugación,

hasta la concentración de las mismas en dos únicas subpoblaciones.

La misma técnica fue aplicada a la línea celular IlB-BR-G y las células disgregadas

mecánicamente del tumor desarrollado en "nudes". Los perfiles del gradiente se observan en la

Figura 25. Las células se separaron en siete subpoblaciones, faltando en este caso las

correspondientes a la densidad menor.

Una vez separadas las células de la línea celular, realizamos plaqueo y curva de

crecimiento para cada una de las subpoblaciones aisladas. Los resultados se observan en la

Figura 26 y como puede observarse todas las subpoblaciones, exceptuando la VII,

presentaron idéntica cinética de crecimiento, pudiendo calcularse el tiempo de duplicación de

la porción exponencial de la curva. Puesto que este resultado no era el esperado, ya que

habíamos supuesto encontrar, como en el caso de las células MCP-7, una única subpoblación

con alta capacidad proliferativa, quisimos corroborar aquellos resultados previamente

obtenidos, por si se tratara de un artefacto técnico o una característica propia de nuestra línea

celular. Los resultados hallados motivaron una nueva serie de experimentos, esta vez sobre la

línea celular MCP-7.

-132­



Resultados

Figura 25
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(A), (B) y (C) Subpoblaciones de la línea celular IIB-BR-G, del tumor IIB-BR-GNUDEy del
tumor primario FG respectivamente.
Las células de los tumores se obtuvieron por disgregación enzimática de ambos; las de la línea
se tripsinizaron de un cultivo exponencial. Luego se sometieron a centrifugación en gradientes
de densidad de Percoll.
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Figura 26
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10.000 células de cada subpoblación obtenida por centrif‘ugación de la línea celular en
gradientes de Percoll, fiieron plaqueadas en multiplacas de 24 pocillos. A los tiempos
indicados las células se tripsinizaron y se procedió al recuento en cámara de Neubauer. El
gráfico obtenido es el promedio de dos experimentos realizados por triplicado.
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IV.b.- MCF-7

La línea celular de cáncer de mama humano MCP-7 fiJe establecida a partir de un

derrame pleural metastásico [Soule y col., 1973]. Para realizar los experimentos descriptos a

continuación, utilizamos en esta oportunidad, la línea celular MCFL7 de diferente origen

(Ul48 - Hormones et cancer. INSERM, Francia), puesto que la utilizada anteriormente,

proveniente de la Michigan Cancer Foundation (Detroit, MI), sufrió una contaminación con

micoplasma que no fue posible eliminar.

Una vez realizada la centrifugación en los gradientes de densidad encontramos

resultados diferentes a los anteriormente descriptos por nosotros [Resnicoff y col., 1987],

puesto que el perfil obtenido en los gradientes fue distinto y las células stem se distribuyeron,

como se mostrará más adelante, en tres subpoblaciones. Esto nos hizo tratar de redefinir lo

realizado con la línea celular MCP-7, efectuando experimentos complementarios de aquellos

previos [Resnicoff y col., 1987]. Las causas de estos resultados aparentemente

contradictorios, se evalúan en la Discusión y se deben principalmente a la inestabilidad

genética de las líneas celulares tumorales y la variabilidad que sufren las células de un origen

común a través de sucesivos pasajes.

IV.b.l.- Separación de subpoblaciones celulares en gradientes de densidad

Dado que la línea mencionada en IV.b. no fire clonada, se utilizó para separar

subpoblaciones celulares por diferencias de densidad en gradientes de Percoll idénticos a los

empleados en los tumores primarios. Mostró gran heterogeneidad luego de la realización del

gradiente. En la Figura 27 podemos observar la distribución en el gradiente de las células de

un cultivo en crecimiento exponencial. El perfil de subpoblaciones obtenido se distribuyó en

densidades que se denominaron A - F, para distinguirlas de las subpoblaciones obtenidas con

los tumores primarios y con lIB-BR-G. Esta decisión la tomamos teniendo en cuenta que en

MCF-7 no hay células de densidad menor que 1,035 g/ml y también desaparece la

subpoblación correspondiente a 1,040 g/ml. Esto coincide con lo observado para la línea

celular de Michigan Cancer Foundation, utilizada en nuestros resultados previos [Resnicofi‘ y

col., 1987].
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En la Figura 27 podemos observar que la subpoblación C resultó la más abundante,

siguiendo en número la B, luego D o E y minoritariamente F y A. Este patrón característico

fue reproducible en todos los cultivos de estas células realizadosen condiciones semejantes.

Cuando se utilizaron células próximas al estado estacionario, la subpoblación B se

incrementó a expensas de todas las demás (Figura 28).

IV.b.2.- Sincronización de cultivos de MCF-7

Dado que cabía la posibilidad que las subpoblaciones obtenidas en los gradientes de

Percoll no correspondieran a células con características diferentes sino que se tratara de

células distribuidas en distintas fases del ciclo celular, se decidió sincronizar un cultivo y a

continuación ensayar el gradiente.

Para ello se recurrió al método descripto por Jakesz cuyos detalles se exponen en

Métodos [Jakesz y col., 1984]. Como ya se explicara allí, éste consiste en el bloqueo del

cultivo por exposición a un exceso de dT durante por lo menos un ciclo de duplicación, con lo

que se logra una sincronización parcial del 60 al 70%. Los autores encontraron que al exponer

las células a una concentración de dT 2 mM durante 24 hs.y liberarlas de la misma, luego de 6

hs. el 65% de las células se encontraron en fase S, como pudieron determinar por histogramas

de ADN realizados con un citómetro de flujo. La fase G2 se alcanzó 9 hs. después de remover

la dT y al cabo de 18 hs. el 75% de las células completaron un ciclo celular alcanzando

nuevamente Gl.
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Resuhadas

Figura 27

Subpoblacngnes celulares de la línea MCF-7

N’deCélulas96

A B C D E F

SUBPOBLACIONES CELULARES

Subpoblaciones celulares obtenidas por centrifugación de un cultivo exponencial de células

MCP-7 en gradientes de densidad de Percoll. Las densidades correspondientes figuran en la

página 136.
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Resuhadbs

Figura 28
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SUBPOBLACIONES CELULARES

Células de un cultivo estacionario de MCP-7 fueron tripsinizadas y centrifugadas en

gradientes de densidad de Percoll obteniéndose el perfil de subpoblaciones que se indica en la

figura.
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Resuhadbs

Para corroborar que las células MCP-7 efectivamente se hallaban sincronizadas se

reprodujo este experimento de la forma ya descripta y se efectuó un pulso de [’H]dT durante

las 2 hs. previas a la realización del gradiente. Se midió la incorporación de la misma a la

fracción ácido precipitable, encontrándose a las 6 hs. post-bloqueo un máximo de síntesis de

ADN, disminuyendo éste hacia las 18 hs., resultado concordante con la literatura.

El punto de 18 hs. se eligió para someter las células al gradiente de densidad,

observándose (Figura 29) que el patrón de subpoblaciones encontrado fue idéntico al

del control sin sincronizar. Con este resultado podemos concluir que las subpoblaciones

obtenidas poseen caracteristicas diferentes y no constituyen células en distintas fases del
ciclo celular.

lV.b.3.- Sintesis de ADN en subpoblaciones celulares de MCF-7

La incorporación al ADN de un precursor radioactivo, [3H]dT, se utilizó para evaluar

la capacidad proliferativa de las distintas subpoblaciones celulares derivadas del gradiente de

densidad. Se sometieron al mismo, las células en crecimiento exponencial previamente

incubadas con [3H]dT. En la Figura 30 se observa la incorporación de dT radioactiva a la

fracción ácido-precipitable de cada subpoblación, expresándola relativa al número de células.

Los datos son el promedio de tres experimentos.

Se observó que la fracción D, con un valor de 43% de cpm, referidas a las cpm

totales, fue la fracción que incorporó más [’H]dT, lo que nos indicó que ésta se hallaba

enriquecida en células con alta capacidad proliferativa.

IV.b.4.- Capacidad clonogénica de subpoblaciones de MCF-7

Según lo visto en la Sección IV.b.3 y en la Figura 30, la jerarquía celular en esta línea

presenta un espectro de potencial proliferativo que comprende tres reservorios diferentes: las

subpoblaciones B, C y D. Esto nos indicaría que las células sIem poseen una

hCÍCIIU " J mida-rabia en lo que respecta a su densidad. Se hizo entonces necesario

utilizar además otra técnica capaz de definir la subpoblación de stem, como es el ensayo

clonogénico.
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Resultados

Figura 29

fighpgblaciongg celulares de MCF-7 prgvenientes de un cultivg
sincronizado
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SUBPOBLACIONES CELULARES

Un cultivo de células MCF-7 fue bloqueado por exposición a dT 2 mM, durante 24 hs. A las

18 hs post-bloqueo las células se tripsinizaron y sometieron a la centrífugación en el gradiente

de Percoll.
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