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I. ABREVIATURAS UTILIZADAS. 
 

1. Alum. Hidróxido de aluminio en gel 

2. CBA`s. Cytometric Bead Array Flex sets. Citometría de flujo. 

3. ELISA. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, 'Ensayo por 

Inmunoabsorción Ligado a Enzimas') 

4. H/E. Hematoxilina y eosina 

5. IHQ. Inmunohistoquímica. 

6. i.d. Intradérmica  

7. i.t.  Intratraqueal  

8. MAPK. Mitogen-activated protein kinases. Proteínas quinasas activadas 

por mitógenos 

9. OVA. Ovoalbúmina 

10. PBS. Amortiguador salino de fosfatos  

11. PCNA. Antígeno nuclear de células en proliferación 

12. s.c. Subcutánea.  

13. SNC. Suero normal de cerdo 

14. SS. Solución salina isotónica 

15. TGF-β. Transforming growth factor beta. factor de crecimiento 

transformante beta.  

16. TUNEL. Terminal-Desoxinuclotidyl-transferase mediated dUTP-digoxingenin 
Nick and labelling 
 

17. VEGF. Vascular endothelial growth factor. Factor de crecimiento endotelial 

vascular  

http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_quinasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Mit%C3%B3geno
http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor
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II.  RESUMEN  
Antecedentes: Diversos grupos de investigación han explorado la posibilidad de 

que exista una relación biológica entre las alergias y el cáncer, sin embargo 

cuando algunos autores señalan que las enfermedades alérgicas protegen contra 

el cáncer, otros autores no encuentran asociación alguna. Por lo que no se ha 

llegado a un consenso. A pesar de la evidencia contradictoria, ningún estudio ha 

evaluado funcionalmente los efectos de la inflamación de las vías respiratorias 

alérgica que es característica del asma en el desarrollo del cáncer en modelos 

experimentales. Una de las moléculas que está involucrada tanto en asma como 

en cáncer es el TGF- 

Hipótesis: La respuesta inmunológica desarrollada durante la inflamación alérgica 

pulmonar, desencadenará un efecto protector contra el cáncer mediante un 

incremento en la apoptosis y una disminución de la proliferación de las células 

tumorales. 

Métodos: Se implantaron células cancerosas en un modelo murino de inflamación 

alérgica pulmonar y se midió el crecimiento tumoral semanalmente. Después de 

seis semanas los animales fueron sacrificados, se extrajo la sangre del animal, 

para obtener el suero y además el tumor fue extirpado e incluido en parafina. De 

los bloques parafinados se realizaron cortes en donde se evalúo la proliferación 

mediante inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo anti-PCNA y apoptosis 

mediante la técnica de TUNEL in situ. La cuantificación de la expresión de PCNA y 

el número de células TUNEL positivas fue evaluado mediante patología digital.  
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Además se realizó la expresión de TGF-en suero por medio de la técnica de 

ELISA,  y también su expresión en el tumor por medio de IHQ. 

Resultados: En los animales con inflamación alérgica pulmonar presentan una 

disminución significativa del volumen tumoral, lo cual correlaciona con una 

disminución de la proliferación celular y un aumento en la apoptosis de las células 

tumorales, lo anterior comparado con los animales no alérgicos.  A estos dos 

procesos puede estar asociada la sobre expresión de TGF-tanto en  suero como 

en tumor. 

Conclusión: Por primera vez demostramos en un modelo de inflamación alérgica 

pulmonar que existe una relación inversa entre la alergia  y la progresión tumoral. 

Estos debido por lo menos en parte a una disminución en la proliferación y un 

aumento de la apoptosis en las células tumorales. La sobreexpresión del TGF- 

generado durante la inflamación alérgica pulmonar sugiere tener un papel 

importante en el control del desarrollo del tumor. 
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III. Introducción 
Estudios epidemiológicos publicados por diversos grupos de investigación han 

reportado que existe una correlación entre el cáncer y las enfermedades 

inflamatorias alérgicas entre las que se encuentra el asma (1-5). El asma es una 

enfermedad crónica de las vías respiratorias en la que los procesos inflamatorios y 

la hiperreactividad bronquial conducen a la obstrucción de la vía aérea pulmonar, 

que se caracteriza por la respuesta Th2(6,7). El estudio de una posible relación 

biológica entre las alergias y el cáncer ha sido abordado por diversos grupos de 

investigación y profesionales de la salud, aunque hasta el momento no se ha 

llegado a un consenso acerca de este nexo.
(4-12). La evidencia recabada hasta el 

momento es contradictoria y ningún estudio ha evaluado funcionalmente los 

efectos de la inflamación alérgica de las vías respiratorias, que es característica 

del asma en el desarrollo del cáncer en modelos experimentales. 

Recientemente se reportó en un modelo murino de inflamación pulmonar inducida 

por la exposición a la ovoalbúmina (OVA), en donde se indujo también cáncer 

pulmonar utilizando uretano, donde la inflamación alérgica no tuvo influencia en el 

desarrollo del tumor (3-5). Por otro lado, estudios recientes, en los que se utilizaron 

ratones que sobreexpresan la proteína Smad7 (inhibidor de la cascada de 

señalización de TGF–β) en células claras de pulmón, revelaron un aumento 

significativo en la progresión del cáncer de pulmón inducido por uretano(3), el cual 

está asociada con la inhibición de la vía de señalización de TGF-β (factor de 

crecimiento transformante beta) en este órgano. Esta observación muestra la 

importancia del TGF-β en la supresión de la progresión tumoral, particularmente 
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en el cáncer de pulmón provocada por un compuesto químico(5). Esta evidencia es 

sumamente relevante ya que sugiere que el TGF-β puede desempeñar un papel 

importante en la inhibición de la progresión del tumor, a diferencia de la mayoría 

de los estudios publicados que sugieren que esta citocina promueve la progresión 

de diferentes tipos de cáncer(11-13). 

De acuerdo a lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la 

inflamación alérgica, en el desarrollo de cáncer usando un modelo murino de 

inflamación alérgica pulmonar seguida de trasplante singénico de células de 

cáncer de mama. En el modelo que se empleó en este estudio, la inflamación de 

las vías respiratorias alérgicas inhibe la progresión del cáncer.  
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IV. Marco Teórico 
  

Epidemiología del cáncer 

El cáncer de mama es el segundo cáncer más común a nivel mundial y el más 

frecuente entre las mujeres, con un estimado de 1.67 millones de nuevos casos 

diagnosticados en el año 2012 (25% de todos los cánceres). La incidencia de 

diferentes tipos de cáncer en la población mundial en el año 2012 se muestra a 

continuación. Figura 1. (14). 

 
Figura 1. Incidencia del cáncer de mama en el mundo. Tomado de: International Agency for 

Research in Cancer, 2012. (13) 
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Así mismo es la segunda causa de muerte en el mundo, con 522.000 muertes en 

2012 y es la primer causa de muerte entre las mujeres en los países menos 

desarrollados con 324.000 defunciones (14.3%) y la segunda en los países de 

primer mundo con 198.000 muertes (15.4%), después del cáncer de pulmón(14). En 

la figura 2 se puede observar el fenómeno de la mortalidad provocado por cáncer 

de mama en el mundo.  

 

Figura 2. Mortalidad debida a cáncer de mama a nivel mundial. Tomado de: International Agency 
for Research in Cancer, 2012. (13) 
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En América Latina y el Caribe, el 29% de los nuevos casos de cáncer y el 15% de 

las muertes por cáncer son debido al cáncer de mama (15). Lo cual se muestra en 

la figura 3. 

 

Figura 3. Organización Panamericana de la salud. Nota informativa 2014(14) 
 

 

 

 

29% 

10% 
8% 

6% 

5% 

26% 

Incidencia en América latina 
Mama 

Pulmón 

Colon y recto 

Cerviouterino 

Cuerpo del Útero 

Otros 

15% 

9% 

6% 
6% 

27% 

Mortalidad en América latina 

Mama 

Colon y recto 

Páncreas 

Cerviouterino 

Otros 



Evaluación del crecimiento tumoral durante la inflamación alérgica pulmonar en un modelo experimental de cáncer 
de mama 

 

    

Mariana Diosdado Contreras 11 

En México durante el año 2011 el cáncer de mama representó la primera causa de 

morbilidad hospitalaria presentándose alrededor de 204.000 casos nuevos así 

como la primera causa de mortalidad con 56,000 casos al año (16). Como se 

muestra en la figura siguiente. 

 

Figura 4. Morbilidad y mortalidad por cáncer en México en ambos sexos. International 
Agency for Research in Cancer, 2012(15) 
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Al respecto para el estudio de este tipo de cáncer  se han desarrollado modelos 

animales que simulan las condiciones neoplásicas de aparición, establecimiento y 

crecimiento del tumor de cáncer humano,  y en diversos estudios se ha 

demostrado que existe una asociación con enfermedades inflamatorias y el 

desarrollo de cáncer (1-5). 

Etiología del cáncer 

El cáncer de mama es considerado una enfermedad sistémica dado que las 

células cancerígenas adquieren la capacidad para proliferar de manera  acelerada, 

desordenada y descontrolada. Estas células alteradas pueden formar parte de 

distintos tejidos de la glándula mamaria, con mayor frecuencia del epitelio de los 

conductos y lobulillos y en menor frecuencia del estroma; estas son capaces de 

formar un tumor invasivo en los tejidos vecinos y hacer metástasis a órganos 

distantes del cuerpo. Como otros tumores malignos, el cáncer de mama es 

consecuencia de alteraciones en la estructura y función de los genes (17,18). 

El cáncer de mama se clasifica en cinco estadios (0 a IV). En el estadio I, el tumor 

está localizado en el tejido mamario, mide menos de 2 centímetros y no se ha 

diseminado fuera de la misma. A partir del estadio II se ubica en los ganglios 

linfáticos axilares, siendo la localización es estos un factor de pronóstico relevante, 

ya que determinan la evolución y sobrevivencia de la paciente. La presencia de 

metástasis se relaciona con posibles recaídas y disminución de la sobrevida. 

En México, durante 2012, el cáncer de mama es la segunda causa de muerte 

entre las mujeres con cáncer de 20 años y más (15.38 de cada 100 mil mujeres de 
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esa edad). Este padecimiento no distingue edades, clases sociales, o sexo, pues 

aunque es prioritario de la mujer, existen casos reportados de hombres que han 

presentado cáncer de mama (19). 

El cáncer de mama es uno de los tipos de cáncer más conocidos debido a que es 

una de las  neoplasias más frecuentes en las hembras de cualquier especie, no 

sólo en la humana. Por este motivo se han utilizado modelos in vivo que permiten 

estudiar y experimentar con estas células alteradas, extrapolando los resultados 

obtenidos a los carcinomas análogos presentes en las mujeres. Estos modelos 

son esenciales tanto para el avance de la investigación científica básica como 

para la mejora de las terapias curativas (20) 

ASMA 

Epidemiología  

 En México la prevalencia del asma es muy variable dependen en gran medida de  

la región geográfica,  como ejemplo es posible encontrar una prevalencia del 5% 

en la ciudad de México y del 12% en Mérida, Yucatán. Esta variabilidad en la 

frecuencia de asma se correlaciona de forma inversa con la altitud de la región y 

de forma directa con su temperatura. De acuerdo a estadísticas oficiales, en 

México la incidencia anual de asma a nivel nacional fue de 80 914 casos en el año 

2013. Durante las últimas décadas alrededor del mundo, hubo un aumento 

epidémico del asma que parece haberse estabilizado desde mediados de la 

década de los noventa. La frecuencia de asma aumenta en algunas épocas del 

año y en México se observa un aumento en las crisis asmáticas entre los meses 
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de octubre y enero. La mayor incidencia de asma ocurre en los niños, disminuye 

en la adolescencia y adultez temprana y aumenta ligeramente en etapas 

subsecuentes (21). En la niñez el asma es más frecuente en varones, pero pasada 

la adolescencia se vuelve más común en mujeres. En México la mortalidad por 

asma ha tenido un descenso paulatino desde hace más de 15 años (22). 

Etiología  

El asma se define como una enfermedad inflamatoria crónica de las vías 

respiratorias. La inflamación crónica está asociada con hiperreactividad de la vía 

aérea (una respuesta exagerada del estrechamiento de la vía respiratoria debida a 

factores desencadenantes, como los alérgenos y ejercicio), que conduce a los 

síntomas recurrentes tales como respiración sibilante, disnea (dificultad para 

respirar), opresión en el pecho y tos. Los episodios de síntomas se asocian 

generalmente con una muy extendida, pero variable, obstrucción del flujo de aire 

dentro de los pulmones que suele ser reversible, ya sea espontáneamente o con 

un tratamiento apropiado para el asma (23). 

El asma se asocia con una respuesta Th2 que se define como la respuesta 

inmune desencadenada por el organismo, provocada por diversos factores como 

son los ácaros del polvo, restos de cucarachas, animales con pelo, moho, polen 

las infecciones, el humo del tabaco, el aire frío, el ejercicio, los cuales  

desencadenan una cascada de eventos inmunes que conducen a la inflamación 

crónica de las vías respiratorias. Los niveles elevados de células Th2 en las vías 

respiratorias liberan citocinas específicas, incluyendo la interleucinas como IL-5 
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(quimiotrayente de eosinófilos) (24,25), IL-9,  IL-13,  e IL -4, esta última propuesta 

como esencial para el desarrollo de la inflamación de las vías respiratorias, ya que 

induce a las células B para sintetizar anticuerpos de tipo IgE. (24). En conjunto 

estas interleucinas promueven la inflamación eosinofílica. La producción de IgE, 

producida por los mastocitos, provoca la liberación de mediadores de la 

inflamación como la histamina y los leucotrienos, que causa el broncoespasmo 

(contracción del músculo liso en de las vías respiratorias), edema (hinchazón) y 

aumento de la secreción mucosa (hipersecreción mucosa), que conducen a los 

síntomas característicos del asma(23). Esto deriva en un proceso de remodelación, 

para el cual se ha postulado que deriva tanto de los procesos de reparación 

excesivos o la falta de resolución de alérgeno impulsado por la inflamación(25).  

Una de las principales enfermedades inflamatorias con las que se asocia el 

desarrollo del cáncer es el asma, que se define como una enfermedad inflamatoria 

crónica de las vías aéreas en la que participan diversas células y mediadores 

químicos; se acompañan de una mayor reactividad traqueobroquial 

(hiperreactividad de las vías aéreas), que provocan en forma recurrente tos, 

sibilancias, disnea y aumento de la resistencia aérea. Esto debido principalmente 

a una hiperreactividad bronquial y un componente inflamatorio eosinofílico y 

linfocítico con un patrón de citocinas tipo Th2 (26). 

Una de las citocinas más importantes que funge como mediadora en las 

reacciones alérgicas es el TGF-β, que es un importante factor fibrogénico y 

modulador de la respuesta inmune que puede ser fundamental en la generación 

de los cambios estructurales de las vías respiratorias en pacientes con asma (27). 
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En estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que TGF-β tiene un papel dual ya 

que puede actuar como una citocina pro ó anti-inflamatoria, en la iniciación y la 

regulación de la respuesta inmune en el tejido pulmonar. También participa en la 

remodelación de las vías respiratorias, particularmente en el desarrollo de la 

fibrosis sub-epitelial. TGF-β se produce en células inflamatorias de la mucosa 

bronquial y por las células de la pared bronquial, tales como fibroblastos, células 

epiteliales, células endoteliales y células musculares lisas. Se ha reportado que un 

aumento significativo de TGF-β en lavados bronquialveolares de pacientes con 

asma, correlaciona directamente con la gravedad de la enfermedad (28-30) 

Diversos trabajos han demostrado la relación que tienen distintas patologías 

(principalmente de tipo inflamatorias) y el cáncer(4). Una de las principales 

enfermedades inflamatorias, con las que se ha relacionado el cáncer es el asma 

alérgica (23). 

Para explicar la relación entre el asma y cáncer se han establecido distintas 

hipótesis, una de ellas es la llamada hipótesis de la estimulación antigénica (31). En 

esta se plantea que las condiciones inmuno-estimulantes, tales como alergias, 

aumentan el riesgo de cáncer a través de un mecanismo de estimulación crónico 

de células que se traduce en la aparición de mutaciones aleatorias durante la 

división celular, los síntomas de alergia aumentan directamente los riesgos del 

desarrollo de cáncer en cualquier tejido, órgano o sistema. En contraste, se han 

propuesto dos hipótesis para explicar las asociaciones inversas entre  cáncer y 

alergia. La primera es la hipótesis de la inmunovigilancia que afirma que las 

enfermedades alérgicas confieren un efecto protector contra la aparición de cáncer 
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en un sistema inmunológico mejorado que puede detectar y destruir células 

neoplásicas(32). 

La segunda explicación para las asociaciones inversas entre cáncer y alergia es la 

hipótesis de la profilaxis. Esta hipótesis, que tiene una perspectiva darwiniana, 

propone que los mismos síntomas de la alergia evolucionaron por selección 

natural para servir a un propósito útil: la expulsión de toxinas, patógenos y 

partículas extrañas antes de que cualquier contenido o mutágeno que se adhiera y 

pueda iniciar la carcinogénesis. Bajo la hipótesis de la profilaxis, los síntomas de la 

alergia reducen la aparición de los cánceres de forma directa, por librar 

rápidamente los tejidos expuestos de toxinas mutagénicas, microorganismos y 

contaminantes ambientales, y fomentando la evasión de esos antígenos en el 

futuro. Por lo tanto, las asociaciones entre alergia y cáncer inversas indican 

relaciones causales y no sólo correlaciones(33). 

Diversos grupos de investigación han desarrollado modelos murinos de 

inflamación alérgica pulmonar donde intentan encontrar el papel que desempeña 

este proceso inmunológico en la aparición y progresión de diferentes neoplasias(16) 

mostrando de manera general que no existe una correlación entre la inflamación 

alérgica pulmonar y  la inducción de diferentes tipos de cáncer. 
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V. Planteamiento del problema 
 

Existen evidencias contradictorias acerca de la asociación entre las 

enfermedades alérgicas y el Ca mama. 

El aumento de expresión de TGF-βRI/RII así como de las proteínas implicadas 

en la señalización de esta citocina (pSMAD2 y pSMAD4) correlación con la 

sobrevida de pacientes con Ca de  mama.  

La inhibición de la señalización de TGF-β   en un modelo experimental  

favorece la progresión tumoral. 

Por lo tanto es razonable pensar que el TGF-β generado durante la respuesta 

alérgica  pulmonar puede tener un papel importante en la respuesta anti-

tumoral. 

En base a los antecedentes anteriores se planteó la siguiente pregunta de 

investigación. 

¿Cuál es el efecto de la inflamación alérgica pulmonar durante la progresión 

del tumor de cáncer de mama en un modelo murino? 
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VI. Hipótesis 
 

La respuesta inmunológica desarrollada durante la inflamación alérgica pulmonar, 

desencadenará un efecto protector contra el cáncer mediante un incremento en la 

apoptosis y una disminución de la proliferación de las células tumorales. 
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VII. Objetivos 
 

 General 

Evaluar el crecimiento tumoral durante la inflamación alérgica pulmonar en un 

modelo murino experimental 

 Específicos 

 Evaluar el crecimiento tumoral durante la inflamación alérgica pulmonar. 

 Evaluar la apoptosis de las células tumorales durante el desarrollo del 

modelo experimental. 

 Evaluar la proliferación de las células tumorales durante el desarrollo del 

modelo experimental. 

  Evaluar la presencia de TGF- en suero y tejido tumoral generado durante 

el desarrollo del modelo experimental. 
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VIII. Materiales y Métodos 
 

 Los animales y las células. 

Ratones Balb/c hembras (6-8 semanas de edad) se mantuvieron en un ambiente 

libre de patógenos en el laboratorio de animales del Instituto Nacional de Ciencias 

Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ). Todos los experimentos se 

llevaron a cabo de acuerdo con las directrices éticas para el manejo de animales 

requerido por el INCMNSZ. 

El tumor mamario de ratón (MMT) línea celular D2F2/E2 fue clonado a partir de un 

tumor mamario espontáneo que surgió en el BALB/c que proviene de un nódulo 

hiperplásico alveolar (HAN) línea D2. 

 Los métodos utilizados se presentaran en forma de diagrama de flujo como se 

muestra a continuación en el diagrama 1. 

 
 Reactivos y anticuerpos. 

OVA (ovoalbúmina) grado V se adquirió de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) 

de hidróxido de aluminio (alumbre) se obtuvo de Biotecnología Pierce (Rockford, 

IL, EE.UU.) anti-PCNA y anti-TGF y anticuerpos anti-cabra conjugados con 

biotina se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.).  
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 Figura 5. 
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 Diagrama 1. Modelo experimental de la inflamación pulmonar alérgica 

y el cáncer de mama en ratones Balb/c 

 

  

Al día 54  los animales fueron sacrificados por exanguinación, extrayendo de ellos, sangre, pulmones y 
tumor.  

Una vez que el tumor era palpable, se midió semanalmente, y sus dimensiones se registraron en tres 
ejes (longitud, ancho, profundidad) para obtener su volumen total (en mm3) con la siguiente fórmula: 

ancho (mm) x longitud (mm) x profundidad (mm) x 0,5236 = volumen del tumor. 

Posteriormente recibieron 2 retos en los días 12 y 22  en los que se les administró 100l de OVA al 
0.75% por vía intratraqueal (i.t.) 

El día 11 los grupos de cáncer de mamá fueron inoculados por vía subcutánea con 1X106 células 
murinas de cáncer de mama (D2F2/E2) un día antes del primer reto alergénico  

En el día 0 y 5 los animales fueron sensibilizados administrándoles 10 g de OVA + 1 mg de hidróxido 
de aluminio como adyuvante por vía intraperitoneal (i.p.) 

El esquema de tratamiento se ilustra en la figura 5 y se enuncia a continuación  

El cuarto grupo fue inoculado únicamente con solución salina. 

El tercer grupo recibió ovoalbúmina como alérgeno 

Al segundo grupo se le administró solución salina (SS) y se le inoculó la línea de cáncer de mama 
murino (D2E2/F2) 

El primero es el grupo problema, el cual recibió ovoalbúmina (OVA) como alérgeno y se le inoculó la 
línea de cáncer de mama murino (D2E2/F2) 

Los animales se dividieron en cuatro grupos de seis ratones cada uno.  

Modelo Murino de inflamación alérgica pulmonar con cáncer de mama en ratones Balb/c previamente 
estandarizado por nuestro grupo de trabajo. Inducción de la inflamación alérgica pulmonar y el cáncer 
de mama.(28, 29).  
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 Diagrama 2. Histología del tejido tumoral 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir de las tinciones de H/E se midió el área de infiltrado inflamatorio seleccionando vasos con un 
diámetro de 100-200 μm y bronquios con 150-300 μm de diámetro. Se analizaron cuatro vasos 

sanguíneos y cuatro bronquios del tejido pulmonar de los seis ratones de cada grupo. 

De estos se hicieron tinciones de H/E para ver la estructura pulmonar e infiltrado inflamatorio, se realizó 
el análisis morfométrico de cada tinciones por microscopia de luz  (Olympus BX-40) a un aumento de 40X 

y usando un analizador automático de imágenes (Leica Qwin). 

Para su análisis histológico se hicieron cortes  seriados de 4 µm utilizando un micrótomo rotatorio modelo 
2165  Leica (Leica, Nussloch, Alemania).  

Los especímenes perfundidos se fijaron por 24 horas y posteriormente se sometieron a un proceso de 
deshidratación para ser embebidos en parafina. 

Después de sacrificar a los animales por exanguinación, los pulmones fueron perfundidos vía i.t. con 1 ml 
de etanol absoluto 

Mediante tinciones de H/E (hematoxilina y eosina) se observó la estructura pulmonar, el incremento del 
infiltrado inflamatorio y la producción de moco 
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 Diagrama 3. Inmunohistoquímica 

 
Se analizó en un microscopio óptico a 40X (Olympus BX-40). 

Finalmente los tejidos fueron deshidratados  mediante baños de etanol (70, 90 y 100%) y  xileno. 
conservado con un medio Mount E-2 (laboratorio Shandon, Pittsburg, PA, Estados Unidos).  

La reacción fue detenida con agua destilada  y las laminillas se contra tiñeron con Hematoxilina/ Eosina.  

Para desarrollar el color se utilizó 3,3´tetra-hidrocloruro diaminobenzidine  (DAB liquido, Corporación 
DAKO) de uno a cinco minutos.  

Seguida por una incubación  con  streptavidina conjugada a HRP (LSAB  de la corporación DAKO) durante 
30 min a temperatura ambiente. 

Después del lavado, las laminillas se incubaron con un segundo anticuerpo biotinilado específico para el 
anticuerpo primario (Anti-cabra IgG 1:500) Santa Cruz durante 30 minutos a temperatura ambiente 

Las laminillas  se incubaron toda la noche a temperatura ambiente con anticuerpos para PCNA y TGFβ 
(1:500). Al día siguiente, las laminillas se lavarán cinco veces en PBS 0.1 M pH 7.4 durante 8 min.  

La unión inespecífica de los anticuerpos se redujo al incubar  con una solución al 2% de suero normal de 
cerdo en PBS (PBS-SNC) durante 60 min.  

La actividad de la peroxidasa endógena fue bloqueada con una solución al 3% de H202 con metanol 
durante 25 minutos 

Posteriormente, se realizó la recuperación de antígenos, utilizando  una solución de  citrato de sodio  al 
0.01% de pH 6.0  durante 15 min  a 90C .  

Se realizaron tinciones de inmunohistoquímica para PCNA y TGFβ en secciones pulmonares y los 
tumorales de 4μm los cuales fueron desparafinados.   



Evaluación del crecimiento tumoral durante la inflamación alérgica pulmonar en un modelo experimental de cáncer 
de mama 

 

    

Mariana Diosdado Contreras 26 

 Diagrama 4. TUNEL para determinación de apoptosis en células 

tumorales. 

 

 

 

 

 

 

 

Cuando se observó la coloración café en las células se detuvo el registro del tiempo y se eliminó el exceso de DAB e inmediatamente 
se lavó con agua corriente para detener la reacción, se contratiñó con hematoxilina, se deshidrató y montó con resina sintética, se 

dejó secar mínimo 24 horas para hacer el análisis en el microscopio. 

Se lavó 5 veces, 5 minutos con PBS 1X. Posteriormente se realizó la incubación con el anticuerpo anti-fluoresceína a 37 C por 30 
minutos, después de lavar el color fue  desarrollado mediante la adición de DAB, monitoreando bajo el microscopio de luz 

Se hizo una mezcla de 1:50 de la enzima en buffer que contiene oligonucleótidos conjugados con 
fluoresceína, la cual se incubó con el tejido por 60 minutos a 37 C  en la obscuridad. 

Se bloqueó la unión no específica de los anticuerpos al tejido, incubndolos durante 60 minutos en suero 
normal de cerdo al 2%. Posteriormente se procedió a adicionar la enzima transferasa terminal (Terminal 

transferasa, Tdt) 

Se realizó la recuperación antigenica mediante la adición de citrato de sodio (pH 6, 0.01M) el cual se 
adicionó por 20 minutos a 95 C en baño maría. Se eliminó la actividad de la peroxidasa endógena con 

metanol y peróxido de hidrógeno al 3% por 15 minutos. 

A partir de la obtención de los tejidos tumorales de cada grupo analizado, se procedió a realizar la 
evaluación de la fragmentación de DNA mediante la técnica de TUNEL (Terminal-Desoxinuclotidyl-

transferase mediated dUTP-digoxingenin Nick and labelling).).   
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 Diagrama 5. ELISA para determinación de TGF- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se realizó  una curva estándar para cada micro placa y se utiliza para calcular las concentraciones 
absolutas de la citocinas. 

Las placas se lavaron y se incubaron durante 30 minutos con estreptavidina conjugada a  peroxidasa de 
rábano. 100l de tetrametilbenzidina al 0.0125% y H2O2 al 0.008% en buffer de citrato fue utilizado como 

sustrato. 

Después del lavado con una solución 0,02% Tween-20, 50 ml de cada muestra y su control, se incubó 
durante 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo biotinilado en  2% BSA/PBS/Tween-20.  

Brevemente, las micro placas de 96 pozos que ya contenían el anticuerpo de captura, fueron bloqueadas 
en 37C durante 2 horas con 2% de BSA-PBS.  

Las concentraciones de esta citocinas se midieron en suero mediante el uso de kit comercial TGF- ELISA 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante IBL America (Minneapolis, MN, USA).   
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 El análisis estadístico 

Los datos se analizaron con el paquete Prisma® y se expresan como valores 

promedio ± desviación estándar. Las comparaciones estadísticas se realizaron 

mediante ANOVA para determinar diferencias entre los grupos. Las diferencias 

significativas entre ambos grupos se determinaron mediante la prueba t de 

Student, y las diferencias significativas entre tres o más grupos se determinaron 

con ANOVA y pos hoc Tukey o post-test de Bonferroni y U de Mann-Whitney. Un 

valor de p ≤ 0.05 fue considerado significativo. 
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IX. Resultados  

La Inflamación alérgica pulmonar inhibe la progresión de cáncer en el 

modelo experimental de cáncer de mama 

Para evaluar si el ambiente inmunológico de la inflamación alérgica puede afectar 

a la progresión del tumor, se utilizó un modelo murino de inflamación alérgica 

pulmonar previamente establecido por nuestro grupo de investigación (18-20). 

Posteriormente se implantaron las células de cáncer de mama murino (D2F2/E2) 

en los ratones Balb/ c, como se describe en el esquema mostrado en la Figura 6. 

La Figura 7 muestra una disminución significativa (p= 0.001) de aproximadamente 

350 veces en el volumen tumoral medido en el grupo con la alergia (OVA+tumor) 

en comparación con el grupo no alérgico con tumor (SS+tumor). 

Un análisis de la proliferación celular por tinción inmunohistoquímica del antígeno 

nuclear de células en proliferación (por sus siglas en inglés “PCNA”) Figura 8a 

mostró un número significativamente menor de células en división (50% 

aproximadamente)  en el grupo de OVA+tumor en comparación con lo observado 

en el grupo del SS+tumor (p=0,05). En contraste, en el análisis de TUNEL in situ 

se demostró que la proporción de células apoptóticas en el grupo de OVA+tumor 

fue significativamente mayor (p=0.04) que en el grupo de  SS+tumor (25% 

aproximadamente) (Figura 8b). 

Los resultados obtenidos sugieren que el ambiente inflamatorio en los ratones 

alérgicos reduce el crecimiento del tumor mediante la inhibición de la proliferación 

y la inducción de la muerte celular por apoptosis. 
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Figura 6. La inflamación de las vías respiratorias alérgicas inhibe el crecimiento 
del tumor. A) Modelo murino de inflamación alérgica pulmonar  e inducción del 
tumor. Ratones BALB/c hembras fueron sensibilizados y retados con las 
concentraciones indicadas de ovoalbúmina (OVA) en los puntos de tiempo 
indicados. El crecimiento tumoral de cáncer de mama fue inducido por la 
inoculación de la línea celular D2F2/E2 en el punto de tiempo indicado. Al final del 
experimento, los ratones fueron sacrificados por exanguinación. Alum, hidróxido 
de aluminio, SS, solución salina; s.c.; subcutánea, i.p.; intraperitoneal, i.t., 
intratraqueal. Los diferentes grupos incluidos SS, OVA, SS+tumor y OVA+tumor. 
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Figura 7.  La inflamación alérgica pulmonar inhibe el crecimiento tumoral. El 
crecimiento del tumor se evaluó semanalmente en los grupos de OVA+tumor y 
SS+tumor. Los resultados se expresan como las medias de tres experimentos 
independientes y desviación estándar. *p=0.001 (t de Student).  
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Figura 8. La inflamación alérgica pulmonar induce disminución de la 
proliferación y aumento de la apoptosis en tejido tumoral. Se analizaron 
muestras de los grupos de  tumores de la OVA+tumor  y  SS+tumor para 
determinar la expresión de PCNA por inmunohistoquímica (PCNA), y la apoptosis 
se examinó mediante un ensayo de TUNEL in situ. Aumento=40X. PCNA *p=0.05 
(prueba de t de Student). TUNEL*p=0,05(U de Mann-Whitney). 
 

 

a 
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La inflamación alérgica pulmonar induce la sobreexpresión de TGF-β en 

suero y en el tejido tumoral 

 
La evaluación del mecanismo por el cual se observa una disminución del volumen 

tumoral se llevó a cabo mediante la técnica de detección de múltiples citocinas 

solubles por citometría de flujo (por sus siglas en ingles CBA`s), utilizando un 

arreglo para citocinas de perfil Th1/Th2/Th17 y además ensayos por ELISA, tanto 

en suero de los animales de los diferentes grupos, así como en sobrenadante de 

células provenientes de tejido tumorales y cultivadas por 24 h (datos no 

mostrados). Entre todas las citocinas evaluadas, nos llamó la atención el TGF-β 

por los niveles de expresión tan elevados, sobre todo en el grupo de ratones 

alérgicos con tumor (OVA+tumor). Por lo que en el presente trabajo nos 

enfocamos en determinar su posible participación en la disminución del 

crecimiento tumoral en los ratones alérgicos. La Figura 9a muestra la 

concentración de TGF-β en suero de los ratones. En donde se observa un claro 

aumento significativo en la concentración de TGF-β en el grupo de OVA+Tumor en 

comparación con los animales SS+tumor (p=0.0001). El grupo de ratones que sólo 

recibieron OVA también mostraron expresión elevada del TGF-β en comparación 

con el grupo de control (SS) (p=0.001), lo cual era de esperarse debido al proceso 

alérgico. De manera interesante, también se encontró un aumento de los niveles 

de TGF-β en el tejido tumoral mediante análisis de inmunohistoquímica. Figura 9b 

(panel izquierdo) muestra la tinción de TGF-β más intensa en el grupo OVA+tumor 

en comparación con el grupo del SS+tumor. Por otra parte, la cuantificación de la 

expresión intracelular de TGF-β por patología digital mostró  un aumento 
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significativo en  la expresión en ratones alérgicos (Figura 9b, panel derecho) 

(p=0.01).  

En conjunto estos resultados muestran que hay una sobreexpresión de TGF-β a 

nivel sistémico y tumoral, por lo que esta citocina puede estar implicada en la 

inhibición del crecimiento tumoral.  
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Figura 9. La Inflamación alérgica de las  vías aéreas induce la sobreexpresión de TGF-β. a. 
Expresión de TGF-β El nivel de TGF - β sistémico se evaluó en el suero de los grupos de SS, OVA, 
SS+tumor y OVA+tumor por ELISA cuantitativa. Las determinaciones se realizaron por triplicado 
usando una mezcla de sueros de los animales de cada grupo. Los datos representan la media de 
tres experimentos independientes. Las barras de error indican el error estándar de la media 
(**p=0.001) SS frente a OVA, (***p=0.0001) SS+tumor frente a OVA+tumor (prueba t de Student 
con la corrección de Bonferroni). b) La expresión intracelular de TGF-β se evaluó en muestras 
tumorales de SS+tumor y los ratones OVA+tumor mediante inmunohistoquímica. La especificidad 
del anticuerpo se verificó utilizando un anticuerpo control de isotipo (CI). La densidad de la 
expresión se evaluó por la patología digital usando el sistema de Aperio CS (panel derecho) 
(*p=0.01). Las micrografías son representativas de tres experimentos independientes.  Aumento = 
40X. 
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X. Discusión 
Desde hace mucho tiempo se ha tratado de asociar a las enfermedades alérgicas 

con el desarrollo del cáncer. La mayoría de los datos existentes muestran 

evidencias epidemiológicas, los resultados obtenidos de estos trabajos no han 

llegado a un consenso en donde se aclare si la alergia protege o favorece el 

desarrollo del cáncer (22-25); por lo que es aceptado hasta el momento que existen 

datos contradictorios con respecto a la asociación de la enfermedad alérgica y el 

cáncer. Aunque estos dos procesos se han estudiado juntos en un único modelo 

experimental, ningún estudio ha evaluado funcionalmente los efectos de la 

inflamación alérgica pulmonar, que es característica del asma, en el desarrollo del 

cáncer de mama. 

Un estudio reciente presentó un modelo de inflamación alérgica pulmonar inducido 

por OVA y cáncer de pulmón provocado por uretano, en donde encontraron que el 

proceso alérgico no tenía ninguna influencia en el desarrollo de la neoplasia (3). Sin 

embargo, es muy importante enfatizar que el modelo anterior evalúa la 

carcinogénesis, la cual es  inducida por el uretano. Por otro lado, como ya se 

mencionó, recientemente se ha demostrado que el bloqueo de la expresión de 

TGF- β en animales con cáncer de pulmón inducida uretano (el mismo modelo de 

carcinogénesis ya mencionado) conduce a un aumento significativo en la 

progresión tumoral (28). Este hallazgo pone en evidencia la importancia del TGF-β 

en la supresión de la progresión del tumor, al menos en el caso de cáncer de 

pulmón inducido por productos químicos; aunque los estudios antes mencionados 
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no proporcionan información acerca de la progresión de los tumores durante una 

respuesta alérgica.  

Los hallazgos anteriores demuestran que durante el  proceso inflamatorio alérgico 

pulmonar no se encontró que la inflamación protegiera o aumentara la 

carcinogénesis. Por otro lado se observó que este mismo modelo de 

carcinogénesis la progresión tumoral dependía de manera importante de la 

actividad de TGF-.  

En este estudio, se utilizó un modelo murino de inflamación alérgica pulmonar ya 

bien establecido por nuestro grupo de trabajo (34) para demostrar la influencia de 

este tipo de respuesta, que se caracteriza por un incremento en el TGF-β, en la 

progresión del cáncer de mama. Inicialmente se compararon los volúmenes 

tumorales en animales alérgicos con los de los animales no alérgicos. Nuestros 

resultados demuestran por primera vez que el proceso inflamatorio alérgico inhibe 

significativamente el crecimiento del tumor. Este es el primer estudio que asocia 

directamente la relación inversa entre una enfermedad inflamatoria alérgica y el 

cáncer en un modelo experimental concomitante. Lo cual es muy relevante ya que 

antes de este estudio solo se habían hecho asociaciones entre las enfermedades 

alérgicas y el cáncer  a partir de datos epidemiológicos (22-25)  

Con el propósito de dilucidar el mecanismo mediante el cual ocurre la inhibición 

del crecimiento del tumor, realizamos una búsqueda de citocinas Th1/Th2/Th17  

reguladoras mediante la técnica de detección de múltiples citocinas solubles 

utilizando citometría de flujo (CBA`s), y además ensayos de ELISA, tanto en suero 

de los animales de los diferentes grupos, así como en sobrenadante de células 
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provenientes de tejido tumoral y cultivadas por 24 h (datos no mostrados), lo cual 

evidenció que las citocinas más abundantemente expresadas fueron IL-17, IL-4 y 

TGF-. En este proyecto nos enfocamos en el estudio de los mecanismos 

(apoptosis y proliferación) que pueden estar participando en la inhibición de la 

progresión del tumor en nuestro modelo experimental. Nuestro interés se enfocó 

en TGF- pues es una de las citocinas más abundantemente expresada  en 

inflamación alérgica pulmonar, además ha sido asociada con la severidad de la 

enfermedad pues se encontró altamente expresada en sangre periférica y liquido 

de lavado bronquioalveolar  en pacientes con asma grave o con crisis asmática en 

comparación con pacientes con asma leve, moderada o controlada (26). Nuestros 

resultados demostraron que TGF- se encuentra significativamente aumentado en 

el grupo de ratones alérgicos con tumor (OVA+Tumor) en comparación con los 

que solo presentaban tumor (SS+Tumor) (Figura 9). Por esta razón decidimos 

analizar de primera instancia el papel que TGF-β pudiera tener en la inhibición del 

crecimiento tumoral. Lo anterior fue apoyado por evidencias ya publicadas en 

donde se demostró en este el TGF- está implicado de manera importante en la 

supresión de la progresión tumoral en un modelo experimental de cáncer de 

pulmón (27). Nuestros resultados mostraron que la expresión de esta citocina 

aumentó en el suero y en el tejido del tumor en el grupo con OVA+tumor. Como ya 

se mencionó, se sabe que TGF-β se encuentra sobre expresado en las 

enfermedades alérgicas, y esta sobreexpresión se correlaciona con la gravedad 

de la enfermedad (27, 28), lo que explica la alta concentración de TGF-β en ratones 

alérgicos. Sin embargo, el hecho de que el TGF-β sólo aumentó en el grupo de 
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animales alérgicos con tumores  (OVA+tumor) y no en los animales no alérgicos 

con tumor (SS+tumor) es muy interesante porque sugiere que el TGF- β podría 

funcionar como un inhibidor del crecimiento tumoral en nuestro modelo 

experimental. Esta posibilidad es consistente con los datos reportados por 

Novitskiy S et al. (38), estudio que incluyó más de 300 muestras de pacientes con 

cáncer de mama con diferentes grados de severidad incluidas en un microarreglo  

de tejido, analizado por medio de ensayos de inmunohistoquímica donde se 

demostraró que la pérdida de los receptores de TGF-β (TRI y TRI) y algunas de 

la proteínas que intervienen en la señalización de esta citocina (Smad4) en tejido 

tumoral está relacionada de manera directa con una mayor recurrencia y pobre 

sobrevida en pacientes con cáncer de mama. 

 

Se sabe que el TGF-β induce la apoptosis in vitro en células tumorales de linfoma 

No-Hodgkin a través la proteína anti-apoptótica Bcl-2 la cual es una de las 

proteínas más estudiadas en resistencia a la apoptosis en cáncer (39,40). Nuestros 

resultados demostraron que el nivel de TGF-β en el suero y el tumor de tejido se 

incrementaron en ratones alérgicos. Estudios recientes han señalado que el TGF-

β1 induce la apoptosis en células epiteliales mediante la promoción de un cambio 

en la señalización a través de VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) 

 A su vez, este cambio promueve la supervivencia a través de MAPK p38, lo que 

fomenta la apoptosis mediada por p38 (39). Este hallazgo es interesante porque 

VEGF es otra citocina que se sabe que contribuyen a la patogénesis de la 

inflamación alérgica pulmonar (40,41). Por lo que consideramos pertinente evaluar el 
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papel de esta vía en la inducción de apoptosis en nuestro modelo y determinar si 

también podría ser una de las causas de la inhibición de la progresión del tumor. 

Los resultados obtenidos en este estudio, son consistentes con los de Pinto et al. 

(42) en donde se sugiere que una condición concomitante de tumor con alergia (a 

los alimentos) reduce la progresión del tumor a través de un aumento en la 

apoptosis de células tumorales acompañado por el aumento de las zonas de 

necrosis en el sitio del tumor.  

 Como ya se comentó el TGF- presenta una actividad dual, es decir que puede 

inducir el crecimiento tumoral, pero también puede inhibirlo, todo dependiendo del 

microambiente tumoral y el grado de progresión del mismo. Nosotros 

consideramos que en etapas avanzadas, es decir cuando la progresión del tumor 

ya se llevó a cabo esta citocina puede inducir por diferentes mecanismos, entre 

ellos los que se describieron en este trabajo, tal como la inhibición de la 

proliferación tumoral y la inducción de apoptosis de células tumorales. Lo cual 

conlleva a una menor progresión del tumor.  
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XI. Conclusiones 
 

En conclusión, nuestros resultados muestran por primera vez en un modelo 

experimental que existe una relación inversa entre la inflamación alérgica 

pulmonar y la progresión tumoral causada, probablemente, por el ambiente 

inflamatorio generado durante la inflamación alérgica pulmonar que induce una 

disminución en el crecimiento tumoral, un aumento en la apoptosis y la 

disminución de la proliferación de las células tumorales, debida, por lo menos en 

parte, al aumento de la expresión de TGF- durante la inflamación alérgica 

pulmonar. 
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