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57  Resumen:
Línea celular de carcinoma inflamatorio mamario
canino.
La presente invención se refiere a una línea celular
establecida de carcinoma inflamatorio mamario
canino, de células epiteliales basales triple negativas.
La invención también se refiere a un método para la
obtención de xenotransplantes estables de carcinoma
inflamatorio mamario canino en animales de
experimentación, y al uso de la línea celular y de los
xenotransplantes en el estudio del carcinoma
inflamatorio mamario canino así como del carcinoma
inflamatorio mamario humano y su uso para identificar
in vitro compuestos terapéuticamente útiles para el
tratamiento del cáncer inflamatorio mamario humano.
También se refiere a un kit para el estudio in vitro de
IMC canino y/o IBC humano y de fármacos
potencialmente utilizables frente al IBC humano, que
incluye la línea celular de la invención.

Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP.Aviso:



 

 

Linea celular de carcinoma inflamatorio mamario canino 

Sector de la Tecnica 

5 La invencion se encuadra dentro del campo de las lineas celulares animales, 

mas concretamente en el de lineas celulares tumorales de alta malignidad. 

Particularmente, se relaciona con el establecimiento de lineas celulares de 

carcinoma inflamatorio mamario para su uso como biomodelos especificos 

para este tipo tumoral, para la evaluacion y desarrollo de futuros sistemas de 

10 pronostico y tratamientos. 

Estado de la tecnica 

El cancer inflamatorio mamario, conocido par sus siglas en ingles IBC 

("Inflammatory Breast Cancer") es la neoplasia mamaria mas agresiva y de 

15 pear pronostico en la mujer. Afortunadamente, es una enfermedad de baja 

prevalencia, aunque de elevada mortalidad. Clinicamente, es un tumor que 

presenta un curso clinic° fulminante. Los signos clinicos iniciales aparecen en 

la piel que recubre el tejido mamario que se presenta con edema, eritema, 

aumento de la temperatura, "piel de naranja" y sensacion de dolor en la piel 

20 que recubre la glandula mamaria. Todos estos sintomas, caracteristicos de 

inflamacion, unidos al hecho de que frecuentemente no se observan nodulos 

mamarios, provocan que el diagn6stico inicial de cancer sea dificil en muchas 

ocasiones, ya que se puede confundir con una dermatitis o mastitis. Es, sin 

embargo, un proceso tumoral muy agresivo y de dificil tratamiento. 

25 Actualmente, el IBC se considera un tipo especial de cancer mamario con 

caracteristicas diferenciales desde el punto de vista genetic°, biologic°, 

patolOgico y de comportamiento clinic°. La histopatologia revela un tumor de 

elevada malignidad que no este representado par un tipo histologic° concreto. 

La unica caracteristica microsc6pica histologica diferencial del IBC respecto a 

30 otros tumores mamarios malignos, es la presencia de una invasion tumoral 

masiva de los vasos linfaticos de la dermis que son los causantes, en Ultimo 

extremo, del edema y de otros signos de aparente inflamaci6n. El tratamiento 
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actual "multimodal" que incluye quimioterapia agresiva y radioterapia, 

normalmente antes de emplear la cirugia, ha mejorado ligeramente el periodo 

libre de enfermedad y la supervivencia total. A pesar de todo, la supervivencia 

de las mujeres con IBC es muy baja. En los ultimos arms se han realizado 

5 varios estudios sobre la caracterizacion inmunohistoquimica del IBC humano 

(receptores hormonales, proliferacian tumoral, etc.) que proporcionan 

pron6sticos y tratamientos mas acertados para cada caso. Actualmente se 

siguen probando nuevos tratamientos que mejoren la supervivencia y tiempo 

libre de enfermedad de las pacientes con IBC y se buscan nuevos factores 

10 pronostico. Asi mismo, es necesario encontrar biomodelos especificos para 

este tipo tumoral, especialmente para los casos que son triple negativos 

(negativos al receptor de estrogenos -RE-, al receptor de progesterona -RP- y 

al receptor 2 del factor de crecimiento epidermic° humano -HER-2-), ya que 

su tratamiento es aim mas dificil. Hay pocos modelos disponibles que 

15 permitan estudiar la peculiar biologia de IBC, especialmente del IBC triple 

negativo. La mayoria de estudios se ha Ilevado a cabo usando las lineas 

celulares humanas SUM149 y SUM190. Las celulas SUM149 son triple 

negativas y las celulas SUM 190 son negativas a RE/RP y positivas a HER-2. 

Otras lineas celulares IBC menos estudiadas son: MDA-IBC3, KPL4 y WIBC-

20 9 (todas RE/RP negativas y HER-2 positivas). En el ultimo ano, se ha descrito 

y caracterizado la nueva linea celular FC-IBCO2, tambien triple negativa. 

La posible utilizacion del modelo espontaneo canino es una opcion muy 

interesante sobre todo para la evaluacion y desarrollo de futuros tratamientos 

25 y para el estudio del proceso metastasico. Los tumores mamarios caninos 

(TMC) son las neoplasias mas frecuentes en la perra, especialmente en 

paises mediterraneos, como Espana, donde la ovariohisterectomia a edad 

temprana no se suele practicar, aumentandose de forma drastica el riesgo de 

padecer tumores mamarios en esta especie animal. Aproximadamente el 50% 

30 de los TMC son malignos y de estos, el carcinoma inflamatorio mamario 

canino, conocido por sus siglas en ingles IMC ( Inflammatory Mammary 

Cancer) es el de mayor gravedad. Hasta que comenzaron nuestros trabajos 
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en este tipo tumoral, muy poco se conocia sobre su existencia en la perra, ya 

que solo se habia publicado una breve descripci6n que recogia las 

caracteristicas clinicas mas evidentes de diez animates afectados por IMC. La 

utilizacion del IMC canino como modelo comparativo animal viene avalada 

5 por su mayor prevalencia respecto a la mujer, por la menor duracion de los 

estudios en esta especie animal (lo que permite obtener resultados de 

tratamientos y supervivencia en un tiempo relativamente corto) y por ser de 

caracter espontaneo, aunque quedan aspectos importantes de la enfermedad 

que merecen ser comparados entre ambas especies para poder validar los 

10 estudios en el modelo canino. Ademas, at ser la especie canina un animal de 

compania, ambas especies estan sometidas, en gran medida, a los mismos 

efectos ambientales, incluyendo algunos carcinogenos. 

Aun asi, existen varios problemas en el modelo canino de IMC espontaneo: 

15 su baja prevalencia, aunque esta sea mayor que la del carcinoma inflamatorio 

humano, y que la evolucion del tumor es tan rapida que no se pueden 

estudiar las fases iniciales de la enfermedad, ni es posible la prediccion de la 

metastasis tumoral temprana. 

20 En la investigacion del carcinoma inflamatorio mamario canino, los inventores 

desarrollaron un biomodelo de xenotransplante en ratOn obtenido 

directamente a partir de muestras de una perra con carcinoma inflamatorio 

(Camacho, L. Res Vet Sci (2013) 95(3): 1068-75). Los xenotransplantes 

descritos en este documento reproducian las caracteristicas histologicas del 

25 tumor primario y eran positivos a los receptores hormonales y negativos al 

receptor 2 del factor de crecimiento epidermico humano. Podian, por lo tanto, 

utilizarse como modelo canino para el estudio del IBC. 

Sin embargo, es necesario reducir la experimentacion con animales vivos, 

30 para no causarles innecesariamente dolor, sufrimiento, angustia o lesion 

prolongados. Es fundamental, por 10 tanto, encontrar metodos alternativos 
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que faciliten y mejoren el estudio de esta enfermedad que, a su vez, se puede 

utilizar como modelo para el estudio del cancer inflamatorio mamario humano. 

Descripcion detallada de la invencion 

5 Linea celular de carcinoma inflamatorio mamario canino. 

La presente invencion se refiere a una linea celular establecida de carcinoma 

inflamatorio mamario canino. Al analizar la morfologia celular de la linea se 

comprob6 que se trata de celulas redondeadas o poligonales de grandes a 

10 muy grandes (pueden alcanzar valores cercanos a los 600pm), con una alta 

malignidad citolOgica. El pleomorfismo celular y nuclear son muy marcados, 

con nucleos muy grandes y numerosos nucleolos, siendo tambien frecuentes 

las celulas multinucleadas. Se caracteriza, por lo tanto, por anisocitosis, 

anisocariosis y celulas multinucleadas. Ademas, se observa mimetismo 

15 vascular en el cultivo, es decir, celulas que se asemejan a las colulas 

endoteliales de los capilares por presentar huecos vacios de citoplasma 

pequenos y numerosos o grandes y en menor nOmero. 

Por otro lado, la caracterizaciOn inmunohistoquimica de la linea celular revel6 

20 que se trata de celulas epiteliales basales y, ademas, resulto negativa en 

cuanto a la expresion del receptor de estrogen° (RE), el receptor de 

progesterona (RP) y el receptor 2 del factor de crecimiento epidermic° 

humano (tanto C-ERBb2 como HER-2). 

25 Las celulas negativas a estos tres receptores se denominan triples negativas, 

tanto en el caso de los canceres de mama en mujeres como en las perras, y 

son objeto de interes para la comunidad medica y cientifica desde hace varios 

anos debido a la elevada agresividad de los canceres de mama Ilamados 

triple negativos, al mal pron6stico que tienen y a las pocas herramientas 

30 terapeuticas de las que se dispone para combatirlos, a lo que hay que sumar 

el hecho de que afectan frecuentemente a mujeres jovenes y presentan un 

riesgo de metastasis muy elevado. Adernas, por el momento, no se ha podido 
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establecer una clasificacion clara de los tumores triple negativos, tal vez 

debido a su elevada heterogeneidad. 

En concreto, la invencion se refiere a una linea celular procedente de una 

5 perra de raza mestiza de 10 arms de edad. Internamente se ha denominado 

IPC-366, y se ha realizado su deposit°, con fecha 22/05/2014, en el National 

Bank for Industrial Microorganisms and Cell Cultures , de Sofia (Bulgaria), 

obteniendo el nCimero de acceso 8815. 

10 El desarrollo de una linea celular triple negativa a partir de IMC canino 

permite el estudio del crecimiento tumoral y de sus mecanismos patogenicos 

in vitro, incluyendo las fases iniciales en las que los analisis son mas dificiles 

de realizar debido a la rapida evolucion del tumor. La linea celular de IMC 

canino IPC-366 es la Cinica existente hasta el momento, su empleo sirve para 

15 realizar estudios comparativos de mecanismos patogenicos y terapeuticos 

(angiogenesis, motilidad, metastasis, respuesta a tratamientos, a factores de 

crecimiento) de esta enfermedad entre ambas especies (canina y humana) y, 

potencialmente, probar farmacos previamente a su adnninistracion en el 

modelo espontaneo canino, que tiene la ventaja de presentar un menor 

20 tiempo de espera ante los resultados, en comparacion con la especie 

humana. El IMC canino es una neoplasia muy agresiva y sus celulas 

presentan una malignidad muy elevada, por lo que el desarrollo de una linea 

celular de IMC sirve tambien para estudiar los mecanismos de malignidad 

tumoral en general y metastasis con un modelo privilegiado, ya que tanto IBC 

25 como IMC se caracterizan por ser altamente linfangioinvasivos y 

linfangiogenicos. 

Una vez establecida la linea celular, se ha comprobado que inoculandola 

directamente en ratones Balb-c/SCID se reproduce el tumor, con lo que se 

30 puede establecer un modelo de xenotransplante estable in vivo. Otro aspecto 

de la invencion, por lo tanto, se refiere a un metodo para la obtencion de 

xenotransplantes estables en rat& a partir de celulas de IMC canino triple 
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negativo, concretamente, a partir de la linea celular IPC-366. El desarrollo del 

xenotrasplante en ratan a partir de IPC-366 se produce rapidamente (a las 3 

semanas aproximadamente), lo que da una idea de su elevada 

tumorigenicidad. 

5 

El uso de estos modelos, tanto el xenotrasplante como la linea celular, 

permite estudiar fases tempranas de la enfermedad y, en el caso de la linea 

celular, permite conocer los procesos patogenicos celulares directamente; 

ademas, una linea celular es facil de transportar y es susceptible de ser 

10 utilizada en distintos laboratorios, por lo que se pueden unificar 

experimentaciones y resultados. 

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit para el estudio in vitro de IMC 

canino y/o IBC humano y de farmacos potencialmente utilizables frente al IBC 

15 humano que incluye la linea celular de la invencion. 

Breve descripcion de las figuras 

Figura 1: Curva de crecimiento de la linea celular IPC-366. Se 

representa el numero de celulas (x105) frente al tiempo en dias (t). Se aprecia 

20 una fase de latencia (primeras 24 horas), una fase de crecimiento 

exponencial (siguientes 5 dias) y una fase de meseta (septimo dia). 

Figura 2: Morfologia de la linea celular IPC-366. A: citologia tenida con 

Diff-Quick (x4). B y C: code en parafina de un pellet, tenido con Hematoxilina/ 

Eosina (B, x10; C x40) 

25 Figura 3: Pellet de la linea celular IPC-366, tetlido con 

Hematoxilina/Eosina. A: morfologia celular redondeada, tamailo variable. 

Medicion mediante analizador de imagenes. La celula con la linea negra mide 

26,03pm. B: Espacio vacio citoplasmatico que confiere a la celula aspecto de 

celula endotelial (flecha), fenomeno que se conoce como mimetismo vascular. 

30 Figura 4: Ululas multinucleadas de alta malignidad citologica. 

Agregado basofilo redondeado en el citoplasma (flecha). Citologia de IPC-366 

tenida con Diff-Quick. 
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Figura 5: Morfologia de la linea celular IPC-366 en un corte semifino 

teriido con azul de metileno. Marcada anisocitosis, anisocariosis, celulas 

multinucleadas y mimetismo vascular (flecha). 

Figura 6: A: Celulas de nucleos grandes y nucleolos evidentes; 

5 mitosis. B: Colula de nixie() grande y nucleolo evidente con abundantes 

organelas, vacuolas y secrecion proteica. C: Celula tumoral con secrecion 

proteica. D: detalle de B. E: Celula tumoral con huecos vacios citoplasmaticos 

recubiertos por membrana citoplasmica. F: Celula binucleada con hueco 

vacio en interior asemejandose morfologicamente a un capilar (mimetismo 

10 vascular).  

Figura 7: Desarrollo de tumor 4 semanas despues de ser 

trasplantadas las celulas de la linea celular IPC-366 en rat6n BALB/c-SCID. 

Figura 8: Xenotrasplante de IPC-366 en rat6n BALB/c-SCID. 

Hematoxilina/ Eosina. A: tumor solid° que infiltra en dermis. B: embolo 

15 tumoral en dermis (flecha), caracteristica histologica del carcinoma 

inflamatorio mamario. C: Tumor a mas aumentos (x40) mostrando las 

caracteristicas citologicas de malignidad. 

Figura 9: Xenotrasplante de IPC-366 en rat6n BALB/c-SCID. 

Hematoxilina/ Eosina. A: Neovascularizacion tumoral. B: Mimetismo vascular. 

20 Notese la diferencia entre las celulas que tapizan el espacio vascular en A y 

en B. En A los capilares estan tapizados por celulas endoteliales normales. 

En B los espacios vasculares estan tapizados por celulas tumorales de 

elevada malignidad. 

Figura 10: Linea celular IPC-366. Tecnica inmunohistoquimica de 

25 Streptavidina Biotina Peroxidasa anti-citoqueratinas de amplio espectro (AE1- 

AE3) como marcadores de celulas epiteliales en general. Celulas positivas. A: 

citologia. B: pellet. 

Figura 11: Linea celular IPC-366.Tecnica inmunohistoquimica de 

Streptavidina Biotina Peroxidasa anti-vimentina como marcador de celulas 

30 nnesenquimatosas y celulas en cultivo. La mayoria de las celulas son 

positivas. A: citologia. B: pellet. 

 

ES 2 517 190 B2

 

8



 

Figura 12: Pellet de linea celular IPC-366. Tecnica 

inmunohistoquimica de Streptavidina Biotina Peroxidasa anti-citoqueratina de 

celulas epiteliales basales (CK 14). Celulas positivas. 

Figura 13: Linea celular IPC-366. Tecnica inmunohistoquimica de 

5 Streptavidina Biotina Peroxidasa anti-p63 como marcador de celulas 

mioepiteliales. Celulas negativas. A: citologia. B: pellet. 

Figura 14: Linea celular IPC-366. Tecnica inmunohistoquimica de 

Streptavidina Biotina Peroxidasa anti-actina de musculo liso como marcador 

de celulas mioepiteliales. Celulas negativas. A: citologia. B: pellet. 

10 Figura 15: Pellet de linea celular IPC-366. Tecnica 

inmunohistoquimica de Streptavidina Biotina Peroxidasa. A: anti-receptor de 

estrogenos. B: anti-receptor de progesterona. C: anti-HER-2 Dako. D: anti-

HER-2 P4. Celulas negativas. 

Figura 16: Linea celular IPC-366. Tocnica inmunohistoquimica de 

15 Streptavidina Biotina Peroxidasa anti-Ki-67 como marcador de proliferacion 

celular. Numerosos nucleos positivos, es decir, alto indice de Ki-67. 

Modo de realizacion de la invencion 

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes 

20 ejemplos, los cuales no pretenden ser limitativos de su alcance. 

1. Cultivo primario de carcinoma inflamatorio mamario canino 

La linea celular IPC-366 se consigui6 a partir de muestras de un carcinoma 

mamario inflamatorio canino tomadas inmediatamente despues del sacrificio 

25 humanitario del animal (una perra hembra de raza mestiza de 10 arios de 

edad) para la realizaciOn del cultivo primario como se detalla a continuacion. 

El tumor se recogi6 en condiciones de esterilidad y se mantuvo en una 

solucion HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) + 1% de antibiotic° penicilina-

streptomicina. Se lava bien el tumor con la misma solucion HBSS y se corto 

30 en pequefios fragmentos. 
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Para realizar la digestion de los fragmentos tumorales, se introdujeron en un 

tubo Falcon con colagenasa Ill y se dejaron en agitacion continua a 37°C 

durante 2 horas. En ese tiempo se ayudo a la digestion del tejido realizando 

una disgregacion mecanica con la pipeta. 

5 

Una vez realizada la digesti6n del tejido, se filtraron los fragmentos con un 

cell Strainer y se inactiv6 la colagenasa ariadiendo medio DMEM/F12 

(Dulbecco 's Modified Eagle Medium / mezcla de nutrientes F12) con 10% 

suero fetal bovino (SFB). Posteriormente, se procedi6 a centrifugar el 

10 contenido (1000 rpm, 2 min, 4°C). 

El sedimento o pellet resultante se resuspendio en medio de cultivo 

DMEM/F12 suplementado con 10% SFB; 1% de L-glutamina (Sigma); 1% 

antibiotic° penicilina-streptomicina. Por ultimo, el contenido se transfiri6 a 

15 frascos de cultivo T-75 cm2 (en concreto, 3 frascos) los cuales se mantuvieron 

en estufa a 37°C con un 5% de CO2. 

Cada 7 dias se cambi6 el medio de cultivo por medio de cultivo fresco para 

limpiar el cultivo y nutrir a las celulas. Las celulas tardaron en adherirse 24 

20 horas, aproximadamente. A la semana de cultivar las celulas, se empez6 a 

ver proliferacion celular. El progreso del cultivo se monitorizo mediante su 

observacion al microscopio. Cuando la confluencia celular alcanzo, 

aproximadamente, un 75%, las celulas fueron despegadas con tripsina y 

transferidas a otro fiasco de cultivo. 

25 

2. Establecimiento de la linea celular IPC-366 

A partir del cultivo primario obtenido segOn se describe en el ejemplo 1, se 

establecio la linea celular IPC-366. Tal y como se ha indicado anteriormente, 

cuando la confluencia celular en un fiasco de cultivo, alcanzo 

30 aproximadamente un 75%, las celulas fueron despegadas con tripsina y 

transferidas a otro fiasco de cultivo (esta acci6n es lo que se conoce como 

"pase"). Este hecho se repiti6 sucesivamente a lo largo de un ario y medio. 
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Como se ha comentado, para que una linea celular sea estable debe superar 

la sucesiva transferencia en nuevos frascos de cultivo. En marzo de 2014, la 

linea celular IPC-366, super6 satisfactoriamente 50 pases, lo que indica su 

estabilidad y crecimiento ilimitado. 

5 

3. Criopreservacion de la linea celular IPC-366 

3.1. Congelacion celular 

Con el fin de observar si la linea celular resiste la criopreservacion, a los 20 

pases, se congelaron las celulas de 3 frascos de cultivo en crioviales de 2m1. 

10 

Para ello, se extrajo el medio de cultivo de los frascos de cultivo y se lavO con 

soluciOn HBSS. Se agregaron 3 ml de Trypsin-EDTA Solution at 0,25% y se  

dej6 incubando a 37°C entre 1 y 5 minutos. Al trasluz se puede ver que las 

celulas se han despegado, o bien, se observa en el microscopio invertido si 

15 las celulas se van redondeando, lo que indica que se estan despegando. 

Sin desechar la tripsina, se afiadio la misma cantidad de media de cultivo 

DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB (3 ml) para inactivarla. 

20 Se recogiO todo el contenido del frasco de cultivo y se deposit6 en un tuba 

Falcon. Se centrifugO a 1000 rpm, 5 min a 20°C. Se quite) el sobrenadante y el 

pellet se resuspendi6 en 1m1 de media de cultivo DMEM/F12 suplementado 

can 10% SFB; 1% de L-glutamina; 1% antibiotic° penicilina-streptomicina. Se 

congelO un minima de 1x106 celulas para que, at descongelar, la viabilidad 

25 fuera mayor. Par lo tanto, fue necesario en cada caso el contaje de las 

celulas. En un criovial, se ailadieron 0,2 ml de DMSO y 0,8 ml de SFB (de 

esta forma se congel6 con un 10% de DMSO y un 40% de SFB). 

Par Ultimo, se enfriaron las celulas poco a poco hasta congelarlas finalmente 

30 siguiendo los siguientes pasos. Primero se dejaron los crioviales 15-20 min en 

nevera. Luego, se dejaron otros 15-20 minutos en congelador a -20°C. 

Finalmente, se conservaron en congelador de -80°C, debidamente 
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etiquetados. Pasada una semana, se ultracongelaron en un tanque de 

nitr6geno liquid°. 

3.2. Descongelacion Celular 

5 Transcurridas 2, 3, y 4 semanas del proceso de congelacion, se procedio a 

descongelar los crioviales. En primer lugar se pusieron a descongelar a 37°C. 

Una vez descogelados, se anadio el contenido del criovial en un Falcon con 

20mIde medio DMEM/F12 sin suplementar. Se centrifugo el contenido a 1000 

rpm, 5 min a 20°C y se resuspendio el pellet en medio de cultivo DMEM/F12 

10 suplennentado con 10% SFB, 1% de L-glutamina, 1% antibiotic° penicilina-

streptomicina. Se homogeneizo y se cultivo en un frasco de cultivo de 25 cm2 

que se incub6 a 37°C. 

Las celulas, despues de la crioconservacion, presentaron buen crecimiento 

15 en mOltiples pases conservando, a priori, las caracteristicas de la linea celular 

y con una viabilidad dl 95-99%. 

4. Crecimiento de la linea IPC-366 

Para saber cual es el tipo de crecimiento de la linea celular, las celulas que se 

20 encontraban en el pasaje 20 (pasaje Optimo para considerar establecida la 

linea celular) fueron subcultivadas en placas de cultivo en una concentracion 

de 105 celulas por pocillo. Se incubaron con medic DMEM/F12 suplementado 

con 10% SFB, 1% de L-glutamina, 1% antibiotic° penicilina-streptomicina a 

37°C. Cada dia, durante una semana, se contaron las celulas de tres pocillos 

25 usando un hemocitometro. Se utilizo la media del contaje de cada dia para, 

posteriormente, represetnarla y observar la evolucian del crecimiento de las 

celulas en cultivo (Figura 1). Tras la fase de latencia, de adaptaci6n de las 

celulas a las condiciones del cultivo, cuya duracion fue de 24 horas, se 

observo que las celulas entraron en una fase de crecimiento exponencial 

30 donde comenzaron a proliferar masivamente. For Ultimo, al septimo dia, las 

celulas entraron en la fase de meseta, donde las celulas cesan de proliferar y 

comienza su diferenciaci6n. 
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5. Morfologia celular con microscopia optica 

5.1. La observacion directa de las celulas en cultivo mediante el microscopio 

invertido revelo una morfologia epitelioide y marcadas diferencias de tamario 

5 (anisocitosis).  

5.2. ObservaciOn de las celulas en citologia y en code de parafina. Tras la 

separacion de las celulas del frasco de cultivo mediante tripsinizacion (ariadir 

3m1 de tripsina al frasco de cultivo e incubar 1-2 min; posteriormente, 

10 desactivar la tripsina con medio de cultivo completo), se procedio a la 

centrifugaciOn de todo el contenido del frasco de cultivo (celulas y medio de 

cultivo) en una centrifuga a 1000rpm, 5 min, a 20°C; se elimino el 

sobrenadante y se resuspendiO el sedimento con 0,5 ml de tampOn (TBS, Tris 

Buffer Sulfate , pH=7,4). lnmediatamente despues se realizaron extensiones 

15 en varios portas y se tineron con la tecnica de Diff Quick (Figura 2A). Para 

aumentar el numero de celulas observadas se procedio a la inclusiOn de 

pellets en parafina. Para la observacion de celulas mediante codes 

histologicos en parafina, fue necesaria la obtencion de un nUmero suficiente 

de celulas. A partir de 1 a 3 frascos de cultivo, y tras tripsinizacion, se 

20 centrifugo a 1000rpm, 5 min, a 20°C, todo el contenido de los frascos de 

cultivo, eliminandose el sobrenadante. El sedimento se resuspendi6 en formol 

tamponado y se procedio de nuevo a su centrifugado, obteniendose el pellet. 

El pellet se incluyo en parafina siguiendo procedimientos rutinarios del 

laboratorio de anatomia patologica y se cortaron secciones de 3-4 micras que 

25 se tifieron, tambien de forma rutinaria, con la tecnica de hematoxilina-eosina. 

La morfologia de las celulas en citologia y codes de parafina fue semejante 

(Figura 2). 

Se comprob6 que se trata de unas celulas redondeadas o poligonales de 

30 grandes a muy grandes con una alta malignidad citologica. El pleomorfismo 

celular y nuclear son muy marcados. Los nOcleos son muy grandes y 
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presentan evidentes y numerosos nucleolos; son frecuentes las colulas 

multinucleadas (Figuras 2, 3 y 4). 

Se midieron los diametros celulares, nucleares y nucleololares en 12 campos 

5 de un pellet, con el objetivo de 40 aumentos y mediante el analizador de 

imagenes Image J (Tab la 1), siendo el tamatio celular entre 7,35 y 583,33 pm, 

el tamario nuclear entre 5,255 y 13,385 pm (anisocariosis) y el tamano de los 

nucleolos mas evidentes entre 3,744 y 8,245 pm. 

10 Tabla 1: Medidas celulares 

Campo x40 
D iametro ce l u la r 

( pm ) 

D iamet ro 

n uc leos ( pm) 

D iametro 

n u c leo l os ( pm) 

1 3 3 ,467 1 2 , 1 45 4 , 8 36 

2 26 , 975 7 , 2 04 5 , 1 43 

3 4 36 , 1 30 1 2 , 423 8 , 229 

4 24 ,499 8 , 1 03 8 , 245 

5 26 , 263 7 , 1 4 5 3 , 9 1 7 

6 9 , 02 1 5 , 864 4 , 095 

7 8 , 1 03 5 , 68 1 8 , 1 32 

8 3 1 , 397 1 1 , 04 1 7 , 8 1 0 

9 7 , 3 50 1 3 , 385 3 , 744 

1 0 9 , 5 3 1 5 , 2 55 6 , 020 

1 1 9 , 575 5 , 755 3 , 9 1 0 

1 2 5 8 3 , 3 3 1 1 , 04 1 5 , 5 30 

El contaje de celulas multinucleadas en 4 campos a 20 aumentos revelo una 

media de 8,72% de celulas multinucleadas por campo (Tab la 2). 

15 Tab la 2: Porcentaje de celulas multinucleadas 

Campo 

x20 

ce l u l as 

m u l t i n uc lead as 

ce l u l as no 

m u l t i n uc leadas 

tota l co l u l as/ 

campo 

% ce l u l as
 

m u lt i n uc leadas/
 

campo 

1 26 1 68 1 94 1 3 , 4 0 

2 1 2 235 247 4 , 8 5 

3 2 3 2 1 4 2 37 9 , 7 0 

4 1 5 254 269 5 , 57 

Tota l 76 87 1 
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Las celulas presentan frecuentemente en el citoplasma espacios blancos 

"vacios" y en ocasiones se asemejan a las celulas endoteliales de un capilar, 

fen6meno conocido coma mimetismo vascular (Figura 3), y que se ha descrito 

en cancer inflamatorio mamario humano y canino, asi coma agregados 

5 citoplasmaticos bas6filos de forma redondeada mas teriidos con la 

hematoxilina (Figura 4). 

6. Morfologia con microscopia electronica 

A partir de un pellet de celulas tripsinizadas y fijadas en glutaraldehido se 

10 sigui6 el metodo de procesado rutinario para microscopia electronica que se 

Ileva a cabo en el Centro Nacional de Microscopia ElectrOnica (UCM), donde 

se procesaron las muestras. La observacian de codes semifinos (1 pm) 

previos a los codes ultrafinos permiti6 confirmar la morfologia ya descrita: 

marcada anisocitosis, anisocariosis, celulas multinucleadas y mimetismo 

15 vascular (Figura 5). Las celulas son de alta malignidad, presentan una 

superficie cubierta par prolongaciones codas citoplasmaticas, presentan 

numerosas organelas y productos de secreci6n, y con frecuencia se ven 

celulas con huecos vacios citoplasmaticos pequenos y numerosos, o mas 

grandes y en menor numero, asemejandose a celulas endoteliales de 

20 capilares (mimetismo vascular) (Figura 6). 

7. Tumorigenicidad 

La linea celular IPC-366 (107 celulas/animal) se inocul6 a dos ratones macho 

y dos hembras BALB/c-SCID, previamente anestesiados, en el flanco ventral 

25 derecho, a la altura de la segunda mama y de forma subcutanea. La 

implantacion y desarrollo de la linea celular IPC-366 en los ratones demuestra 

su tumorigenicidad (Figura 7). A las ties semanas de la inoculacian se 

observ6 por palpacion la presencia de una masa tumoral, y cuatro semanas 

despues, cuando el tumor super6 los 2cm3, se procedi6 al sacrificio de los 

30 animales, y extraccion de los tumores y sus metastasis (en pulmon e higado). 

La existencia de metastasis a distancia revel6 la capacidad metastasica de la 

linea celular en xenotrasplante. Las muestras se fijaron en formol tamponado 
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y se incluyeron en parafina para estudio histologic°. Histologicamente se 

observaron tumores muy infiltrantes en dermis, que en ocasiones ulceraban 

epidermis, formados par celulas agrupadas de forma salida, con semejante 

morfologia a la descrita en los ejemplos 5 y 6, y elevado indice mitotic°. Se 

5 encontraron embolos en los capilares de la dermis, lo que reproduce el patron 

caracteristico del cancer inflamatorio mamario (Figura 8). Asi mismo, se 

evidenciaron imagenes de mimetismo vascular (Figura 9). 

8. Caracterizaci6n del fenotipo inmunohistoquimico de la linea celular 

10 IPC-366 

Mediante tecnicas inmunocitoquimicas sabre citologias fijadas en acetona y 

en cortes de parafina procedentes de pellets, se analizaron diversos 

marcadores de caracterizacion tumoral utilizados para identificar lineas 

celulares epiteliales en general y celulas neoplasicas mamarias en particular. 

15 Se emple6 la tecnica inmunocitoquimica (citologias) e inmunohistoquimica 

(pellets) de streptavidina biotina peroxidasa. Los resultados se recogen en la 

Tab la 3. Las celulas fueron positivas a citoqueratinas de amplio espectro 

(AE1/AE3), lo que indica su origen epitelial (Figura 10), y a vimentina 

(marcador de celulas mesenquimatosas) (Figura 11), lo que es habitual en 

20 celulas epiteliales de alta malignidad y en colulas en cultivo. La mayoria 

expresaron CK14 (marcador de celulas epiteliales basales), indicando que se 

trataba de epiteliales basales (Figura 12). Par el contrario, las colulas fueron 

negativas a p63 (Figura 13) y actina (Figura 14), lo que indic6 que no se 

trataba de celulas mioepiteliales. Los receptores hormonales receptor de 

25 estr6genos a (RE) y receptor de progesterona (RP) fueron tambien negativos, 

asi como el marcador Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (C-

ERBb2, tambien conocido como HER-2), de dos casa conierciales (Dako y 

Novocastra) que result6 negativo siguiendo las recomendaciones 

internacionales de evaluacion de este marcador (ASCO: American Socie ty of 

30 Clin ical Oncology) (Figura 15). Los resultados recogidos en este ejemplo 8 

indican que IPC-366 esta formada par celulas epiteliales basales triple 

negativas que sobreexpresan COX-2. Segim la informaci6n de que disponen 
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los inventores, IPC-366 es la Unica linea celular establecida de carcinoma 

inflamatorio canino triple negativo. 

La proliferaciOn celular medida con Ki-67 mediante tecnica 

5 inmunohistoquimica es muy alta (indice de Ki-67 de 87,15%) (Tab la 3). 

Tabla 3. Resultados de marcadores inmunohistoquimicos en pellet. 

Marcador 

tumora l 

Ce l u l as 

pos it ivas 

Ce l u l a s 

n eg at ivas 
Tota l % pos it i v i d ad 

AE 1 /AE3 33 1 1 7 348 95 , 1 1 % pos i t ivo 

CK1 4 362 29 39 1 92 , 58% pos i t i vo 
1 0 

Viment i na 2 1 5 50 265 8 1 , 1 4% pos i t i vo 

Acti na 0 234 234 0 neg at ivo 

p63 0 2 1 0 2 1 0 0 neg at ivo 

COX-2 340 1 8 358 94 , 97% pos i t ivo 

RE 0 235 235 0 neg at i vo 

RP 1 285 286 0 , 34% negat ivo 

HER2 

DAKO 
1 5 263 278 5 , 39% negat i vo 

H ER2 P4 1 204 205 0 , 48% neg at ivo 

K i 67 95 1 4 1 09 87 , 1 5% ind i ce de Ki-67 
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REIVINDICACIONES 

1. Linea celular establecida de carcinoma inflamatorio mamario (IMC) canino 

constituida por celulas basales que son negativas en cuanto a la expresion 

5 del receptor de estrOgeno, el receptor de progesterona y el receptor 2 del 

factor de crecimiento epidermic° humano. 

10 

2. Linea celular establecida, segOn la reivindicacion 1, caracterizada por 

anisocitosis, anisocariosis, celulas multinucleadas y mimetismo vascular. 

3. Linea celular establecida de IMC canino depositada en el National Bank for 

Industrial Micoorganisms and Cell Cultures , de Sofia (Bulgaria), con numero 

de acceso 8815. 

15 4. Uso de una linea celular segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en la 

elaboraciOn de una composici6n para la obtenci6n de xenotrasplantes 

estables de IMC canino en animales de experimentacion. 

5. Xenotrasplante estable en animales de experimentaci6n constituido por 

20 celulas de IMC canino triple negativo definidas en cualquiera de las 

reivindicaciones 1-3. 

25 

6. Uso de una linea celular segOn reivindicaciones 1-3 en el estudio del IMC 

canino y/o del carcinoma inflamatorio mamario humano (IBC). 

7. Uso de un xenotrasplante segun reivindicacion 5 en el estudio del IMC 

canino y/o del IBC humano. 

8. Uso de una linea celular segun reivindicaciones 1-3 en la identificacion in 

30 vitro de compuestos terapeuticamente Utiles para el tratamiento de IBC 

humano. 
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9. Kit para el estudio in vitro de IMC canino y/o IBC humano y de farmacos 

potencialmente utilizables frente at IBC humano, que incluye una linea celular 

definida segim cualquiera de las reivindicaciones 1-3. 
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realización de esta opinión. 
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2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La presente solicitud de patente describe y reivindica una línea celular de carcinoma inflamatorio mamario canino (IMC) con 
número de depósito NBIMCC nº 8815, formada por células triple-negativas (negativas para la expresión del receptor de 
estrógeno, el receptor de progesterona y el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano). Se reivindica también 
el uso de esa línea celular para obtener xenotrasplantes, los xenotrasplantes obtenidos, los usos de la línea celular y del 
xenotrasplante para estudiar el carcinoma inflamatorio mamario canino y humano, el uso de la línea celular para identificar in 
vitro compuestos útiles para el tratamiento de este carcinoma, y un kit que contenga esta línea celular. 
 
 
NOVEDAD 
 
No se ha encontrado en el estado de la técnica ningún documento que divulgue una línea celular de carcinoma inflamatorio 
mamario canino con el número de depósito de la línea de la solicitud, por lo que las reivindicaciones 1 a 9 de la presente 
solicitud son nuevas según el artículo 6 de la Ley de Patentes. 
 
 
ACTIVIDAD INVENTIVA  
 
Aunque no se ha encontrado en los documentos del estado de la técnica ninguna línea celular de carcinoma inflamatorio 
mamario canino, sí hay numerosas líneas celulares de carcinoma inflamatorio mamario humano que, al igual que la línea 
celular de la solicitud, son triple-negativas para los receptores de estrógeno, de progesterona, y el receptor 2 del factor de 
crecimiento epidérmico humano (documentos D02 y D03). 
 
Por otro lado, se han descrito (documento D01) carcinomas mamarios caninos que son triple-negativos, y de los que se 
podrían obtener líneas celulares aplicando los conocimientos del estado de la técnica. 
 
Así, el experto en la materia, encontraría evidente combinar la información divulgada en el documento D01 (carcinomas 
mamarios caninos con células triple-negativas) con la información de los documentos D02 o D03 (líneas celulares de 
carcinoma mamario humano), para obtener líneas celulares de carcinoma inflamatorio mamario canino con las mismas 
características que las de las reivindicaciones 1 y 3 de la solicitud. Las características de la reivindicación 2 son generales 
para las células tumorales, por lo que no aportan actividad inventiva a esta reivindicación. Puesto que en el documento D02 
se describe también la obtención de xenotrasplantes en ratón a partir de la línea celular establecida (así como a partir de 
explantes tumorales), y se plantea el uso de la línea celular para identificar agente terapéuticos útiles para el tratamiento del 
carcinoma inflamatorio humano, también esta información conduciría al experto en la materia al xenotrasplante y los usos 
reivindicados en la solicitud. 
 
Por tanto, las reivindicaciones 1 a 9 de la presente solicitud no cumplen el requisito de actividad inventiva, según el artículo 
8 de la Ley de Patentes, a la luz de lo divulgado en los documentos D01 y D02. 
 
El documento D04 se incluye en este informe porque detalla los motivos por los que los tumores caninos son un buen 
modelo de la carcinogénesis en humanos, lo que apoyaría el uso de la línea celular canina de la solicitud para el estudio del 
carcinoma inflamatorio mamario humano. Este documento se cita únicamente a nivel informativo, y no afecta la actividad 
inventiva de las reivindicaciones 1 a 9 de la solicitud, según el artículo 8 de la Ley de Patentes. 
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