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" Se ha realizado un estudlo experimental en ratones albinos Swiss, a los que se ha inocu-
lado cancer ascitico de Ehrlich, valorando las modificaciones de la capacidad de inhibi-
clon de la tripsina (TIC) en el suero en funclén del desarrollo del tumor.

Se encontraron varlaclones estadisticamente significativas del TIC, con elevacién progre-
slva, en los dias sucesivos de creclmiento del tumor. Asimismo, la elevacién del TIC fue
paralela y guarda correlacién directa con el peso del tumor (r = 0,92) y con la celularidad del
mismo (r = 0,92).

Por ello, la capacidad de inhibicion de la tripsina es un indice de desarrollo tumoral y de
masa tumoral. Dicha actlvidad antitripsica puede estar en relacién con la actividad proteasica

tumoral.

INTRODUCCION

En base a la actividad proteolitica de las células tumora-
les, que es un hecho ya demostrado -6, debe existir una
actividad antiprotedsica, cuantificable, en presencia de di-
chas células. La actividad proteolitica debe producir modifi-
caciones en los niveles de inhibidores de proteasas, que se
pueden cuantificar en diversos medios organicos del animal
con cancer, y dichas modificaciones pueden ser un reflejo, a
su vez, de la presencia del tumor y correlacionarse con el
desarrollo de éste.

Nuestro objetivo ha sigo disponer de un modelo de tumor
expserimental de corta evolucion y de caracteristicas sobra-
damente conocidas, donde poder estudiar las variaciones
de los inhibidores de proteasas, en concreto de la actividad
antitripsica, durante todo el curso de la enfermedad cance-
rosa. Por ello, hemos escogido el cancer ascitico de Ehrlich
inoculado al animal de experimentacion, en el que hemos
seguido la evolucion tumorai en funcién de los datos objeti-
vos de! proceso: peso del tumor en cada momento y celeri-
dad tumoral. Nuestro objetivo ha sido observar la posible
correlacion y paralelismo entre las variaciones de la activi-
dad antitripsica y la evolucion del tumor.

MATERIAL Y METODOS

El tumor experimental escogido ha sido una linea celular de can-
cer ascitico de Ehrlich existente en el Instituto Nacional de Oncolo-

gia, procedente del Instituto Gustave Roussy. Se trata de un tumor

suficientemente conocido y experimentado, condiciones para un
ensayo de esta indole.

El animal de experimentacion escogido ha sido el ratén albino
Swiss, habiendo seleccionado hembras (por ser mas facil la inocu-
lacién intraperitoneal de liquido ascitico) de edad aproximada de 3
meses, con peso de unos 25 g. cada animal.

La extension tumoral se puede evaluar de dos formas: peso del
tumor (diferencia entre el peso total del animal inoculado en el mo-
mento del sacrificio y el peso del animal sin tumor) y grado de celu-
laridad cancerosa en el liquido ascitico. Los dos pardmetros son un
buen indice de fa extension tumoral, dado que el cancer ascitico de
Ehrlich puede producir un crecimiento estrictamente ascitico, sin

que existan implantes sdlidos, si es que se ha inoculado correcta-
mente; esto permite tener un peso bastante exacto del tumor sélo
mediante el avenado de la ascitis en el momento del sacrificio. Por
otra parte, la medida de la celularidad (determinando incluso el por-
centaje de células vivas y muertas) es de técnica relativamente
sencilla 7.

La inoculacion intraperitoneal del tumor procedente de una cepa
en el 12.° dia de evolucidn se ha realizado a 4 grupos de 10 anima-
les cada uno, manteniendo un grupo de 10 animales como grupo
control, con inoculacién «ficticia». Una vez inoculado el tumor se -
fue sacrificando una camada de 10 animales, en los dias 7, 9,
12 y 15 del experimento, mientras que el grupo control llegé hasta
el final (dia 15). La cepa celular utilizada por nosotros tiene una
evolucion de unos 16 dias por término medio, pero no hemos queri-
do arriesgarnos hasta llegar al dia 16 por el riesgo de que murieran
antes del sacrificio, en cuyo caso los fenémenos de descomposi-
cién son muy rapidos por el grado de cagquexia extrema def animal,
lo cual puede interferir el experimento.

La extracciéon de sangre se ha realizado por puncién intracardia-
ca, extrayendo sangre en cantidad suficiente para obtener 20 mcl.
de suero. El procesamiento del suero para determinar la capacidad
de inhibicion de la tripsina se ha llevado a cabo el mismo dia de su
extraccién.

La medida del TIC sérico (capacidad de inhibicion de la tripsina)
se ha realizado siguiendo el método de ERLANGER y cols. 8, utilizan-

_do como substrato el BAPNA (N-alfa-benzoil-D-L-arginina-p-nitroa-
nilina), sobre el que actua la tripsina en presencia del inhibidor del
suero. La actividad detectada en un espectrofotometro se mide a
través del color amarillo originado por la liberacion de grupos p-
nitroanilina, expresandose el TIC en mg. de tripsina inhibidos por
ml. de suero’.

) RESULTADOS

El grupo de 10 animales controles tenia un peso medio de
26 £+ 1,2 g. al inicio del experimento y 26,5 g. al final, sin
variacion significativa.

En todos los animales inoculados e! crecimiento fue ex-
clusivamente liquido, sin implantes sélidos peritoneales. Asi-
mismo, el liquido ascitico nunca fue hemorragico. A cada
animal se le inocularon 650.000 células, con uma viabilidad
del 96 % (porcentaje de células vivas). El grupo de anima-
fes sacrificados el 7.° dia (grupo A) peséd al inicio 20,2 +
1,32 g., alcanzando un peso de 23,2 * 3,42 g. el dia,de su
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sacrificio. Los animales sacrificados el 9.° dia (grupo B) te-
nian un peso medio de 24,2 + 1,46 g. al inicio y 30 * 3,52
g. en el momento del sacrificio. En el grupo sacrificado el
12.° dia (grupo C) varié su peso desde 26,5 + 0,5 g. hasta
32,12 + 1,74 g. (dia 12), mientras que en los sacrificados el
dia 15 (grupe D) la variacion fue desde 26,8 + 0,97 g. hasta
33,45 + 3,83 g. (dia 15). Las diferencias entre el peso final y
¢l inicial vienen a significar el peso del tumor, y sus variacio-
nes se pueden observar en la figura 1.

La celularidad media del tumor en los dias 7,9, 12y 15 la
podemos encontrar en el cuadro 1, y su representacion
gréfica en las figuras 2 (células/ml. de asctisis) y 3 (nimero
total de céluias).

peso del tumor (gr)
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Fig. 1.—Evolucion del peso del cdncer ascitico de Ebhriich.
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Fig. 2 —Evoluadn de la concentracién celular del cdncer ascitico

de Ehrlich.

Las variaciones del TIC sérico fueron las siguientes: en el
grupo control, el dia 1, encontramos un valor medio de 0,70
mg/ml. y 0,71 mg/mi. al finalizar el ensayo (dia 15), sin evi-

denciarse, por lo tanto, variaciones estadisticamente signifi-

cativas. El grupo A, sacrificado el 7.° dia, tenia un TIC en
suero con un valor medio de 0,91 + 0,05 mg/ml.; el grupo B
-(9.° dia), 0,95 + 0,042 mg/ml., el grupo C (12.° dia), 0,964 +
0,03 mg/ml., y el grupo D (15.° dia), 0,977 % 0,027 mg/mi.
La evolucién de la cifra del TIC en los distintos grupos se
puede ver en la figura 4. Las diferencias alcanzaban los va-
lores de significacién que se expresan en el cuadro 2.
Se correlacionaron el peso del tumor en las distintas fa-
ses con la celularidad del mismo, encontrando un coeficien-
te de correlacion de r = 0,99, lo que nos indica que ambos
parametros son indicativos, juntos o por separado, del gra-
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Fig. 3.—Evolucién de la celularidad total del céncer ascitico de Ehr-
lich.

do de extensién tumoral (Fig. 5). Por otra parte, existe una
buena correlacion (r = 0,92) entre el TIC sérico y el peso
del tumor (Fig. 6), asi como entre el TIC en suero y la celu-
laridad del tumor, ya sea concentracién celular, con un coe-
ficiente de correlacion de 0,92 (Fig. 7), o nimero total de
céiulas tumorales en la ascitis (r = 0,92) (Fig. 8).

DISCUSION Y COMENTARIOS

. Los estudios en tumores asciticos han abierto un nuevo
campo en la «oncologia cuantitativa» 8. El cancer ascitico
de Ehrlich fue obtenido en 1932 a parlir de una forma asci-
tica de adenocarcinoma mamario del ratén '°. Es un tumor
especialmente util para valorar el crecimiento en funcién del
aumento numérico de las células neoplésicas. Es un tumor
experimental de facil manejo, de crecimiento relativamente
rapido y de caracteristicas bien conocidas. Por ello nos ha
parecido el ideal para la realizacion de este trabajo. Las cé-
lulas representan un 25 % del peso del céncer ascitico de
Ehrlich y el extracto nuclear de nucleoproteinas representa
el 30 % de las células cancerosas ''"'°. Es facil obtener el
numero de células en fiquido ascitico observando ai micros-
copio una muestra de liquido, tefida para diferenciar las cé-
lulas muertas de las vivas (viables). Este numero de células
hay que corregirlo en base al volumen de liquido. Con el
nimero total de células tenemos un indice correcto de la
masa tumoral. Como la celularidad suele ser mayor en el
dia 12 de evolucion, es en ese momento cuando debe reali-
zarse la inoculacion, que se debe hacer con prontitud, ya
que la viabilidad disminuye al pasar el tiempo debido a que
el porcentaje de células muertas es paralelo al fendmeno de
la coagulacién y estos liquidos son muy espesos y se coa-
gulan con extrema facilidad.

La determinacion del TIC es un método sencillo que per-
mite cuantificar la actividad antitripsica, suma del efecto de
los diversos inhibidores que estan presentes. Las diversas
técnicas con las que se puede determinar el TIC se basan
en enfrentamiento del suero con tripsina en presencia de un
substrato. Si la tripsina no se neutraliza totaimente en el
suero puede atacar al substrato, dando una reaccién cuanti-
ficable. La base es igual en todas las técnicas descritas,
variando exclusivamente dos parametros: el substrato utili-
zado y la cantidad de suero utilizada. Para la determinacién
hay que tener en cuenta tres premisas: 1) El suero, si se
almacena, se debe guardar a — 20° C o — 70° C. 2) La solu-
ciéon del substrato debe conservarse a + 4°C durante un



CAPACIDAD DE INHIBICION DE LA TRIPSINA

CUADRO 1

CELULARIDAD DEL CANCER ASCITICO DE EHRLICH EN LAS DISTINTAS FASES EVOLUTIVAS

Grupo Dia de sacrificio * Células/ml. de ascitis N.° total de células
A 7 797,77 x 10° + 226,90 X 10° 288,76 x 10° + 91,23 x 10°
B........ 9 4798,4 x 10° + 2509,01 x 10° 1768,72 x 10° + 82427 x 10°
C.ooovnn. 12 388 x 10° + 154,62 x 10° 2826,22 x 10° + 1656,01 x 10°
Dot 15 543,2 x 10° + 490,57 x 10° 521338 x 10° + 4679,65 x 10°

CUADRO 2

SIGNIFICACION ESTADISTICA DE LAS DIFERENCIAS ENCONTRADAS EN EL TIC SERICO
EN LAS DISTINTAS FASES EVOLUTIVAS. P: TEST DE STUDENT. NS: NO SIGNIFICATIVO

Controles
Grupo A ....... 0,0005 < 0,0025 rupo A
GrupoB ....... - p < 0,0005 < p < 005 Grupo B
GrupoC ....... p < 0,0005 < p < 0,01 NS - Grupo C
GrupoD ....... p < 0,0005 <p < 0,0025 NS NS
TIC serico (mgr/m1) peso del tumor {gr)
0,97
0,95 inoculados
0,9
0,7 controles Y=0,067x+0,94
0,70 0,71
70 -7 r=0,92
0,5 L
0,3
0,1

%-9 ;2 -15 Dias

Fig. 4— Variaciones del TIC sérico en los animales del grupo con-

trol y en los inoculados con céncer ascitico de Ehrlich.

celularidad total

liquigo ascitico
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peso del tumor (gr)

Fig. 5.—Correlacion entre peso del tumor y celularidad total del

cancer ascitico de Ehrlich.

PIC serico (mgr/ml)

Fig. 6—Correlacién entre TIC sérico y peso del céncer ascitico de

Ehrlich.

concentracion celuar
liquido ascitico (ecelulas/mi)

¥=(7,01x10%)x~{6, 28x10%)
r=0,92

~ TIC 8érico (mgr/ml)

Fig. 7.—Correlacion entre TIC sérico y concentracion celular en

liquido de céncer ascitico de Ehrlich.
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celularidad total
liquide asecitico

yo(7,08x10'%)X = (1,77x10%°)
r=0,92

TIC sérico (mgr/ml)

Fig. 8.—Correlacién entre TIC sérico y celularidad total del céncer
ascitico de Ehriich.

tiempo no superior a una semana, y 3) La estabilidad de la
tripsina depende de que existan iones calcio en el medio,
por lo que es siempre necesario usar un tampoén con calcio.
Los valores normales del TIC en suero humano se han cifra-
do entre 1,07 y 1,3 mg/mi, con desviaciones tipicas entre
0,24 y 0,26 '+,

En el tumor experimental utilizado hemos conseguido que
el peso del tumor, el volumen de la ascitis y la celularidad
de la misma se correlacionen perfectamente, por lo que
cualesquiera de ellos puede ser un parametro del desarrolio
del tumor. Por ello, hemos correlacionado el TIC en suero
con el grado de extension tumoral que se evalué en funcién
de estos parametros.

En el grupo control no se modificé el peso del animal des-
de el comienzo del ensayo hasta el final. En el resto de los
grupos de animales inoculados evolucioné el peso paralela-
mente al desarrollo del tumor; esta evolucién del peso tumo-
ral en los animales cancerosos fue la esperada para esta
cepa y en estas circunstancias.

El TIC no se modificé en el grupo con inoculacién ficticia,
pero si se hizo en los distintos grupos, produciéndose una
elevaciéon marcada en el 7.° dia; es decir, la elevacién de la
capacidad de inhibicién de la tripsina esté en relacién con e}
peso del tumor y es precoz {aumenta la actividad antitripsica
a medida que progresa el tumor).

Pero resulta mas exacto la determinacién de la celulari-
dad del liquido, que aumenté bruscamente at comienzo del
ensayo, y el TIC sérico esta igual de bien correlacionado
con la concentracion celular y con el nimero total de células
cancerosas en liquido ascitico tumoral.

Por todos estos hechos constatamos que el TIC en suero
se modifica de forma paralela, y todo ello en relacién con la
extensién tumoral. Ello quiere decir que la elevacién de los
inhibidores de proteasas en el organismo es secundaria a la
presencia del tumor y proporcional al desarrollo del mismo.
Es, por tanto, un indice de progresion del tumor y es un
indice de masa tumoral. Dicha elevacion reactiva a la pre-
sencia de los enzimas proteoliticos tumorales nos puede
servir para seguir el desarrollo del tumor.
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SUMMARY

An experimental study has been carried out on Swiss albino mi-
ce, which have been inocculated Ehrlich’s ascitic cancer, assessing
the changes in the trypsin inhibiting capacity (TIC) in the serum, in
relation to the growth of the tumour.

Statistically significant variations were found in the TIC, with a gra-
dual increase, during the successive growth of the tumour. The in-
creased TIC was also parallel and is directly related to the weight of
the tumour (r = 0.92) and to its cellularity (r = 0.92).

Hence, the trypsin inhibiting capacity constitutes an index of tu-
mour development and of tumoural mass. The said anti-trypsin acti-
vity may be linked to the tumoural, protease activity.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Verf. berichten iiber eine experimentelle Studie an weissen
«Swissr»-Mausen, bei denen der Aszitische Ehrlich-krebs eingeimptft
wurde, sowie Uber die Bewertung der Modifikationen der Inhibitions-
kapazitat des Trypsins im Serum geméss der Entwicklung des Tu-
mors.

Sie stellten bei diesen Experimenten statistisch bedeutsame Ve-
randerungen der genannten (nhibitionskapazitét, mit einer progres-
siven Erhohung in den auf das Wachstum des Tumors folgenden
Tagen fest. Die Erhéhung der Inhibitions-kapazitdt des Trypsins
verlief parallel zum Gewicht des Tumors (4 = 0,92) und zu der Ze-
llularitdt desselben (r = 0,92), zu denen direkte Wechselbeziehun-
gen bestandem.

Aus diesem Grunde kann die Inhibitions-kapazitat des Trypsins als
ein index fiir die tumorale Entwicklung und die tumorale Masse an-
gesehen werden. Die genannte antitrypsinische Aktivitat steht mo-
glicherwrise in Beziehung zu der tumoralen protheasischen Aktivitat.

RESUME

On a réalisé une étude expérimentale sur des souris albins Swiss
& qui on a inoculé cancer ascitique de Ehrlich, estimant les modifi-
cations de la capacité d'inhibition de la tripsine (TIC) dans le sérum,
en fonction du développement de la tumeur.

On trouva des variations statistiquement significatives du TIC,
avec élévation progresive, dans les jours suivants de croissance de
la tumeur. L'élévation du TIC fut de méme paralléle et garde corré-
latign gvec le poids de la tumeur (r = 0,92) et avec sa cellularité (I
= 0,92). )

C'est pour cela que la capacité d'inhibition de la tripsine est un
indice de développement tumoral et de masse tumorale. Cette acti-

vité antitripsique peut étre en rapport avec I'activité protéasique tu-
morale. :



