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The presence or absence of tissular polypeptide antigen (TPA) in the culture medium of
hormone dependent breast cancer tumoral cells, the relationship between TPA concentration
and cellular proliferative activity, have been investigated as well as whether TPA levels change
in response to steroid preparations or the action of different anticstrogens. Results show that
in MCF-7 cell line culture media, proteins antigenically related to TPA can be detected in
concentrations which parallel the number of cells in culture. Consequently, TPA can be con
sidered a cell proliferation marker. Hydroxy-tamoxifen at a concentration of IO"7 M inhibited
both cell proliferation and TPA antigen release, while the relative proportion between number
of cells (valued by DNA quantification) and TPA concentration remained unchanged.
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El Antigeno Polipeptidico Tisular
(TPA), fue identificado utilizando anti-
suero de caballo (rente a una determinada
fraccion insoluble de celulas tumorales (4).
Mediante tecnicas inmunoquimicas se ha
demostrado la existencia de TPA en la
practica totalidad de los canceres humanos
(3). El TPA puede ser identificado tam-
bien en tejidos normales altamente proli-
ferativos —fetales o placentarios—, y su
produccion en los tejidos del adulto es
oaja o nula (2).

* A quicn debe dirigirse la correspondcncia.

Ciertos datos sugieren, de manera in-
directa, la existencia de alguna relacion en-
tre el TPA y las proteinas del citoesque-
leto. Asi, utilizando microscopia de fluo-
rescencia se ha demostrado que las lineas
celulares epiteliales Hela, MCF-7 y A-
431, son reconocidas por anticuerpos anti
TP A, mientras que el enlace del anticuer-
po no ocurre sobre celulas de origen no
epitelial. Los patrones de fijacion positiva
coinciden con los filamentos intermedia
ries tipo queratina y concretamente, los
anticuerpos anti-TPA se fijan sobre las
queratinas 8, 18 y 19 (32).
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Por otra parte, la «transformacidn» ce-
lular in vitro se acompana, a menudo, de
akeraciones morfologicas (5). Algunas de
las propiedades de las celulas transforma-
das pueden estar condicionadas por alte-
raciones citoplasmaticas que afectan a la
delicada red de microtubulos y microfi-
lamentos que reciben el nombre de ci-
toesqueleto (1, 6). Este armazon juega un
papel fundamental en la definicion del
contorno y la forma de la celula (14), en
la motilidad celular (15), en el crecimiento
independiente del anclaje (24) y en la mo
dulation de las proteinas celulares de su-
perficie (22). Cuando se analiza el efecto
del estradiol sobre lineas celulares tumo
rales dotadas de receptor estrogenico, ade-
mas de los efectos mitogenos de la mole-
cula, se ha demostrado que el 17P~E2 in
duce modificaciones progresivas de la for
ma celular que afectan a la longitud y a la
densidad de los microvilli y al aspecto de
la celula, que cambia su morfologia para
convertirse en una celula «secretora» ca-
paz de liberar al medio de cultivo diversas
sustancias proteicas (34). Estos efectos no
han sido observados en celulas carentes del
sistema receptor (29).

En tejidos «blanco» de la accion estro-
genica, el estradiol regula la sintesis de de-
terminadas proteinas (9, 10, 12, 23, 25,
26). En la linea celular de cancer de mama
humano MCF-7 se ha demostrado la exis-
tencia de una proteina producto de la es-
timulacion estrogenica, el receptor de pro-
gesterona (16). El valor potencial de la in-
vestigacion de este tipo de proteinas es do-
ble, de un lado, en investigacion clinica
podrian configurarse como elementos pre-
dictivos de la hormonorrespuesta al tra-
tamiento, de otro, en investigacion basica,
se dispondria de un producto final a traves
del cual seria posible cuantificar la mag-
nitud del estimulo.

En este ultimo sentido, el TPA puede
responder, modificando su ritmo de sin
tesis, secrecion o liberacion, a las acciones
hormonales que ejercen tanto estrogenos
como antiestrogenos. La demostracion de 

la presencia o no de TPA en el medio de
cultivo de la linea celular experimental de
cancer de mama MCF-7 y la determina-
cion de la relacion existente entre su con-
centracion y el ritmo proliferativo de la
poblacion celular, asi como el analisis de
los cambios producidos en el medio (con-
centracion de TPA e indice de crecimiento
de la poblacion celular) en respuesta a la
influencia de hormonas esteroideas (17(3-
E2, 17a-E2, DES y EJ, o preparados de
accion antiestrogenica (OH-TAM), cons-
tituyen los objetivos del presente trabajo.

Material y Metodos

Hormonas.— Se ha utilizado a concen-
traciones IO-7 M, en MEM 4- FCS, 17(3-
estradiol (17[3-E2); 17a-estradiol (17a-E2);
dietilestilbestrol (DES) y estrona (E() (to-
dos ellos de Sigma) y, como sustancia de
accion antiestrogenica, hidroxitamoxifeno
(OH-TAM) (Ici-Pharma).

Cultivos celulares.— Como modelo ex
perimental de cancer de mama con carac-
ter receptor estrogenico positivo se utiliza
la linea celular MCF-7, establecida por
Soule et al. (7), a partir de una enferma
posmenopausica afecta de carcinoma duc
tal infiltrante metastasico.

La linea celular MCF-7 se ha cultivado
en monocapa (discos COSTAR 3035, de
30 mm 0), en atmosfera humeda con 5 %
CO2 y 95 % de aire, a 37 °C, utilizando
como medio nutriente Medio Esencial Mi-
nimo con sales de Earle (MEM), suple-
mentado con un 10 % de suero de feto de
ternera inactivado termicamente (FCS), y
con antibioticos (penicilina 100 U/ml, es-
treptomicina 100 pg/ml y gentamicina 40
Fg/ml).

Para la cuantificacion del numero de ce
lulas presentes en el cultivo se ha utilizado
la determinacion del acido desoxirribo-
nucleico (DNA) mediante el metodo de
Burton (8).
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Cinetica de liberation del antigeno po-
lipeptidico tisular.— Sobre discos Petri de
30 mm 0 se sembraron aproximadamente
50.000 celulas en 2 ml de MEM + 10 %
FCS. Tanto el DNA como el TPA se
cuantificaron a intervalos de 24 horas. El
experimento finalizo a las 192 h (8 dias) de
la siembra. Las determinaciones de DNA
y TPA se realizaron por quintuplicado. El
analisis de TPA en el medio de cultivo ce-
lular se ha efectuado por radioinmunoen-
sayo (Santeg Medical).

Influencia de diversas hormonas este-
roideas y de antiestrogenos sobre la libe
ration de TPA.— La investigacion de los
efectos del IZ^-estradiol, 17a-estradiol,
estrona y dietilestilbestrol, sobre el creci-
miento celular de la linea MCF-7 cultivada
en monocapa, se realizo mediante un ex
perimento en el que a las 24 horas de la
siembra de aproximadamente 50.000 ce
lulas por disco, se sustituyo el medio de
cultivo inicial (MEM + FCS 10 %) por
MEM ± FCS 10 % suplementado con
cada una de las hormonas a la concentra
cion 10-7 M. Los cambios de medio se han
realizado a los 3 y 6 dias del inicio del en-
sayo, y los resultados se valoraron al oc
tavo dia de cultivo. Todas las determina
ciones se realizaron por cuadruplicado. El
antiestrogeno OH-TAM se ensayo en las
mismas condiciones experimentales.

Resultados y Discusion

Cinetica de liberation del antigeno po-
lipeptidico tisular (TPA).— Los resultados
del estudio de liberacion de antigeno TPA
al medio de cultivo, en funcion del tiem-
po, para celulas MCF-7 se muestran en la
tabla I, en donde se incluye el valor medio
de la cantidad de celulas en pg de DNA y
de la concentracion de TPA en U/l co-
rrespondiente a cada uno de los ensayos
realizados.

Influenda hormonal sobre la liberation
de TPA.— Los valores de cantidad de

Tabla I. Cinetica de liberacidn del antigeno TPA.
Linea celular MCF-7

(media ± D.S.).

t
(dias)

DNA
(i>g)

TPA
(U/L)

TPA
(U)

1 — — __
2 — 530 ± 95 1,06
3 — 806±128 1.61
4 2,6 ± 0.8 1.250 ± 164 2,50
5 3.7 ±0.8 1.958 ± 193 3,92
6 5.8 ±0,7 2.908 ± 225 5,82
7 8,6 ±0,9 4.497 ± 289 8,99
8 13,2 ± 1,2 6.735 ± 431 13,47

DNA y de concentracion de TPA en me-
dios de cultivo de celulas MCF-7 some-
tidas a la accion de diversas sustancias de
accion hormonal y antihormonal se ex-
ponen en la tabla II. El dato correspon-
diente al TPA resulta del analisis efectuado
sobre alicuotas homogeneas de los suce-
sivos medios nutrientes que se utilizan
para mantener las celulas en el cultivo. En
todos los casos se especifica el valor medio
y la desviacion estandar de los cuatro en
sayos correspondientes a cada grupo. Los
resultados obtenidos se han comparado
con un grupo de celulas MCF-7 no so-
metido a tratamiento hormonal ni a la ac
cion de antihormonas (experimento con
trol).

Proliferation celular y cinetica de la li
beration del antigeno polipeptidico tisu
lar.— La velocidad de crecimiento de las

Tabla II. Influencia de hormonas y antihormonas
sobre la liberacion de TPA

(media ± D.S.).

Hormona
(IO7 M)

ADN
(i>g)

TPA
(U/L)

TPA
(U)

Control 13,0 ±0.5 6.692 ± 301 13,38
17|3-E2 12,4 ±0,6 6.764 ± 242 13,49
17a-E2 13,0 ±0,4 6.601 ± 278 13,20
Ei 13,2 ±0,5 6.972 ± 226 13,94
DES 13,0 ±0.4 6.711 ±218 13,42
OH-TAM 8,1 ±0,2 4.126 ± 180 8,25
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celulas MCF-7 en cultivo puede ser mo-
dulada por numerosas sustancias entre las
que se encuentran los estrogenos, anties-
trogenos, glucocorticoides, progesterona
y androgenos (7, 20). Sin embargo, cuan-
do celulas procedentes de cancer de mama
humano RE (+) crecen en un medio nu-
triente suplementado con concentraciones
optimas de suero, insulina y otros factores
de crecimiento, los esteroides parecen no
ejercer ninguna accion que tenga como re-
sultado la activacion del ritmo mitotico del
cultivo (18). Se ha observado, ademas, que
la velocidad inicial de crecimiento de las
celulas MCF-7 (17) resulta dependiente
del numero de celulas con el que se inicia
el cultivo, hecho que puede estar en rela-
cion con la produccion, por parte de las
celulas, de factores mitogenos de accion
auto o paracrina (21).

Pasada la fase inicial del cultivo y en
condiciones de densidad de siembra y
aporte de nutrientes adecuados se alcanza
un crecimiento celular que se ajusta, res-
pecto al tiempo, a una curva exponencial.
Sobre esa zona es posible deducir el pa
rametro que corresponde al tiempo de du-
plicacion, TD. Las variaciones encontradas
para el valor TD, de unos experimentos a
otros, pueden considerarse minimas (31).
Efectivamente, dejando fuera del estudio
los datos de crecimiento celular corres-
pondientes a la fase «lag» inicial, se ha cal-
culado el parametro que caracteriza a la
proliferacion de las celulas MCF-7 en
MEM + 10 % de FCS a partir de los re-
sultados recogidos en la tabla I. El ajuste,
por rmnimos cuadrados, de los puntos ex
perimentales —(DNA, t)— a la ecuacion
«Ln DNA f(t)» (fig. 1) ofrece el siguiente
resultado:

y = 0,494 4- 0,409 x; (r = 0,999)
donde y = In (DNA) y x = tiempo.

El tiempo de duplicacion celular puede
ser calculado en la forma siguiente:

Td = In 2/K = 0,693/0,409 = 1,69 dias
= 40,7 horas.

TIEMPO Idiot)

Fig. 1. Crecimiento de la tinea celular mamaria
MCF-7 (f.tg de DNA), cultivada en Medio Minimo
Esencial (MEM) suplementado con un 10% de

suero de feto de ternera (FCS).

Este valor de Tq = 40,7 horas esta de
acuerdo con el resultado obtenido por
otros autores (31, 33) y corresponde tam-
bien con el descrito por Jakesz et al. (17)
cuando la densidad de siembra inicial se
ajusta a 105 celulas.

Las ecuaciones que rigen la cinetica de
crecimiento de las celulas in vitro permiten
deducir la fraccion de crecimiento de la
poblacion celular MCF-7 (28). Asl, co-
nociendo los valores del tiempo de dupli
cacion (TD = 40,7 horas) y del tiempo de
ciclo (Tc = 21,9 horas) para la linea ce
lular MCF-7 (27) se puede calcular la frac
cion de crecimiento del cultivo, que re
sulta ser de 0,45. Este resultado puede in-
terpretarse suponiendo que solo el 45 %
de las celulas del cultivo se encuentran en
el compartimiento proliferativo. El resto
(55 %) no contribuye, aparentemente, al
crecimiento de la poblacion.

La liberacion de antigeno TPA al medio
de cultivo (tabla I) puede someterse a este
mismo analisis. La ecuacion que rige la li
beracion del TPA en funcion del tiempo
es la siguiente:

y = 0,455 + 0,425 x; (r = 1,000) 
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ecuacion a partir de la cual es posible de-
ducir el tiempo necesario para que la can-
tidad de TPA liberado al medio de cultivo
se duplique (TD):

Td = 1,63 dias = 39,1 horas

valor practicamente equivalente al que co-
rresponde al Td de las celulas MCF-7.

Liberation de TPA al medio de cultivo.
Influentia hormonal.— Ninguna de las
sustancias estrogenicas ensayadas modifica
los niveles de DNA, y por tanto no parece
ejercer una accion proliferativa neta sobre
la poblacion MCF-7 (tabla II). Efectiva-
mente, los resultados del experimento
control (celulas MCF-7 no sometidas a
ninguna accion hormonal exogena) coin-
ciden con los encontrados en cada uno de
los grupos experimentales.

La existencia de un efecto estimulador
directo del estradiol sobre la linea celular
MCF-7, traducible por un incremento del
numero de celulas presentes en el cultivo,
constituye un claro ejemplo de controver-
sia cientifica. Los primeros datos ofreci-
dos por Lippman et al. (20) parecian de-
mostrar que la hormona actuaba estimu-
lando el crecimiento de la poblacion. Sin
embargo, distintos autores no confirma-
ron este hallazgo (13, 18). En nuestro
caso, la observacion del estimulo prolife-
rativo del 17[3-E2 sobre la linea celular
MCF-7 cultivada en MEM 4- FCS requie-
re ciertas condiciones especiales (31). Para
Devleeschouwer et al. (11), un factor de
fundamental importancia lo constituye el
suplemento del suero que se adiciona al
medio sintetico de cultivo. El efecto po
sitive del 17[3-E2 se observa cuando las ce
lulas MCF-7 crecen en MEM suplemen-
tado con suero humano libre de esteroides
(tratado con carbon dextrano), pero no se
observa un incremento en el numero de
celulas presente en los cultivos que se efec-
tuan en MEM + FCS o MEM + NBCS
(NBCS = suero de vaca recien nacida).

Por otra parte, distintos autores (19, 33, 

34) han demostrado, tanto sobre MCF-7
como sobre otras lineas celulares de cancer
de mama RE (+) (T47D, CAMA-1,
PCM42), la actividad del 17(3-E2 como mi-
togeno. La hipotesis de que los estrogenos
actuan, al menos parcialmente, inducien-
do la secrecion de factores autoestimula-
dores del crecimiento celular se apoya en
el trabajo de Westley y Rochefort (34),
resultante del cual ha sido la identificacion
de una glicoproteina de peso molecular 52
Kdalton que reproduce parcialmente los
efectos in vitro del E2 sobre el crecimiento
y sobre la forma de la superficie de las ce
lulas MCF-7. El efecto proliferativo del
estradiol es dosis dependiente (20) y su in-
fluencia puede verse a niveles de concen-
tracion tan bajos como IO-10 M. Como
quiera que el suero con el que se suple-
menta el medio de cultivo aporta estro
genos a este nivel de concentracion, el tra-
tamiento con carbon dextrano para eli-
minar esta sustancia parece fundamental,
aunque puede no ser suficiente, puesto
que en el suero quedan moleculas de es-
trogenos sulfo y gluco conjugados que,
tras su transformacion enzimatica, son
utilizadas por la celula MCF-7 (30).

En las condiciones experimentales de
nuestro ensayo (cultivo en medio de MEM
suplementado con 10 % de FCS no tra
tado con carbon dextrano) los esteroides
endogenos procedentes del suero fetal ac-
tivan a la poblacion de celulas MCF-7 a su
maximo nivel de proliferacion hasta tai
punto que el 17[3-E, que se adiciona como
suplemento (10“7 M) no parece ejercer,
respecto al grupo control, ninguna accion
inductora del crecimiento. Sin embargo,
utilizando las mismas condiciones de cul
tivo, se ha demostrado que la hormona
potencia la incorporacion del nucleosido
timidina tritiada fHTdR) a celulas MCF-
7 en una forma dependiente de la dosis de
17P-E2 (18, 31, 33).

Los niveles de TPA cuantificados en el
medio de cultivo de las celulas MCF-7 ex-
puestas a la accion de 17(3-E2, 17a-E2, Ei
y DES, no difieren de los que se deter
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minan en el medio de cultivo del grupo
celular control. De aqui podria deducir-
se que el antigeno polipeptidico tisular es
una proteina cuya secrecion no resulta
modulada por la presencia de estas sustan-
cias.

Los resultados del OH-TAM, sobre el
crecimiento de la poblacion celular y sobre
la secrecion del antigeno polipeptidico ti
sular, muestran que inhibe la proliferacion
celular y la liberacion de antigeno poli
peptidico tisular (tabla II); tanto la canti-
dad de DNA como el TPA liberado se re-
ducen, aproximadamente, al 60 % respec-
to al control.

Es evidente que una manera indirecta de
valorar la hormonodependencia de la linea
celular ensayada consiste en comprobar
los efectos que producen los antiestroge-
nos sobre su crecimiento.

La actividad del OH-TAM como inhi-
bidor de la proliferacion celular en culti-
vos de celulas MCF-7 puede ser estadis-
ticamente valorada utilizando el test de
Cochran para la comparacion de medias.
El crecimiento celular (en terminos de
DNA), en los grupos de OH-TAM y Con
trol ofrece un resultado de tcx„ = 20,3 de
donde se deduce que la cantiaad de celu
las de uno y otro grupo difiere de manera
estadisticamente significativa (p < 0,001).

Este mismo razonamiento puede ser
aplicado a los resultados de la cuantifica-
cion del TPA en el medio de cultivo ce
lular. En este caso resulta texp = 16,4 y
nuevamente se demuestra que las diferen-
cias encontradas no son resultado del azar
(p < 0,001).

Estos resultados autorizan a concluir
que la liberacion de TPA correlaciona es-
trechamente con la proliferacion de los
elementos celulares del cultivo de MCF-7.
En efecto, el antigeno polipeptidico tisular
«marca» de alguna manera el proceso de
proliferacion celular de la poblacion
MCF-7, siendo directa la relacion obser-
vada entre las concentraciones de TPA y
DNA. El hidroxitamoxifeno inhibe am
bos fendmenos.

Resumen

Se investiga la presencia o ausencia de Antigeno
Polipeptidico Tisular (TPA) en el medio de cultivo
de celulas tumorales hormonodependientes de cancer
de mama; la relacion existente entre concentracion de
TPA y actividad proliferativa celular; la existencia o
no de cambios en la concentracion de TPA en res-
puesta a preparados esteroideos o de accion anties-
trogenica diversos. Los resultados obtenidos pcr-
miten concluir que en el medio de cultivo de la linea
celular MCF-7 es posible detectar la presencia de
proteinas antigenicamente relacionadas con cl TPA
en un nivel de concentracion que resulta directamen-
te proporcional al numero de celulas presentes en el
cultivo. Por ello, el TPA puede ser considerado
como un marcador de la proliferacion celular. El hi-
droxi-tamoxifeno inhibe tanto la proliferacion celu
lar como la liberacion del antigeno TPA aunque la
proporcion relativa entre numero de celulas (esti-
mada por la cuantificacion del DNA) y la concen
tracion de TPA permanece constante.

Palabras clave: Celulas MCF-7, Antigeno polipep
tidico tisular, Proliferacion, Liberacion, Influencia

hormonal.
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