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INTRODUCCION



Objetivo

Las metástasis son 1a causa más frecuente de muerte en

enfermos con cancer. A pesar de lo mucho que se ha experimentado

en cancerología, no se conocen aun con precision las razones por

las cuales un tumor maligno determinado da origen a metástasis

mientras que otro no lo hace. El objetivo de esta Tesis fue

tratar de dilucidar los factores que intervienen en el

desarrollo de las metástasis en un modelo experimental en el

ratón BALB,que consiste en un adenocarcinoma mamario de orígen

espontáneo, con baja capacidad metastásica, y de una variante

del mismo tumor, con alto potencial metastatizante. Se

estudiaron, a través de distintos enfoques experimentales, las

posibles diferencias existentes entre ambostumores que pudieran

explicar su distinta capacidad metastatizante. Así, se analizó

si las respuestas inmunológicas determinadas por linfocitos T,

anticuerpos, células NK,o macrófagos podían afectar el patrón

metastásico de cada tumor de mododiferente. Se intentó además

correlacionar la resistencia concomitante, el aspecto

histológico y el grado de necrosis, con 1a capacidad metastásica

de ambos tumores.



I . CZÉXDJCZIZIÏ

1.Que'es el cancer

Durante la ontogenia del individuo existe constantemente

multiplicación celular en diferentes tejidos de acuerdo con un

ritmo determinado. Normalmente hay un mecanismo regulador que

limita y controla esta multiplicacioh celular. Así, luego de una

herida o hepatectomía parcial, se produce una regeneracióh a

traves de multiplicaciones celulares que cesan cuando el defecto
es cubierto, es decir, el organismo controla el crecimiento

reguláhdolo en tiempo y espacio. Por causas aún no conocidas

completamente, en ciertos casos el organismo pierde esa facultad

de control, al menossobre algunas células, y entonces éstas

pueden transformarse en cancerosas.

El cancer constituye un grupo de enfermedades con un

conjunto de características comunesque no sólo afecta al hombre

sino tambien a animales y vegetales. Si bien es cierto que en la

actualidad su frecuencia parece haber aumentado, se considera

que ello se debería a una prolongación de 1a vida media del

individuo que permite que mas personas lleguen a desarrollarlo,

así como tambien al perfeccionamiento de los métodos
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diagnósticos, y a los datos epidemiológicos que hoy tenemos a
. . . / .nuestra disp031010n en ca31 todo el mundo.

Que'es el cancer?. Antes de poder contestar a esta pregunta

debe aclararse que'significa neoplasia, dado que el cancer es

una neoplasia maligna: "Unaneoplasia es un crecimiento tisular

relativamente autónomo" (140). El concepto de autonomía

relativa, que es el mas importante en la definición, indica que

si bien las células neoplasicas se dividen sin respetar los

mecanismosde control proliferativos del huésped, no pueden

seguir multiplicandose más allá de cierto punto sin depender a1

menos en parte del huésped (como ejemplo pueden citarse ciertos

cánceres de próstata y de mamaque son hormonodependientes).

Las neoplasias o tumores pueden clasificarse de acuerdo a su

comportamiento evolutivo en benignos o malignos. Esta

clasificación se basa en un conjunto de características (6, 140)

ninguna de las cuales por si sola puede definir la benignidad o

malignidad de un tumor; prueba de ello son ciertos tumores

"borderline" que no pueden ubicarse claramente en ninguna de las

dos categorías. Así, los tumores benignos estan formados por

células bien diferenciadas y tienen parecido microscopico con el
tejido de origen en la mayoría de los casos. Los tumores

malignos en cambio, en la mayoría de los casos, poseen células

poco diferenciadas y, si bien pueden guardar parecido
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macroscópico con el tejido de orincn, en general no lo hacen a

nivel microscópico: on cuanto n ln función del tejido donde se

generan puede o no mantenerse e incluso, en algunos casos, puede

dar lugar a funciones diferentes. La velocidad de crecimiento

suele ser muchomayor en las neoplasias malignas,o cancer que en

las benignas, lo cual se debería fundamentalmente a la alta

frecuencia de mitosis, quizas comoconsecuencia de un periodo G1

abreviado. Las células de los tumores benignos permanecen en su

sitio de orígen y cuando crecen en un tejido sólido por lo

general estan rodeadas por una pseudocapsula. En los cánceres,

en cambio, suele no haber pseudoencapsulación y por lo tanto las

células invaden tejidos vecinos o se establecen como

crecimientos secundarios en órganos distantes de la neoplasia

original, es decir, se producen metástasis. Si bien muchos

oncólogos y patólogos definen la neoplasia maligna por su

capacidad de metastatizar hay que aclarar que no siempre es así.

En los animales de laboratorio, por ejemplo, la mayor parte de

los tumores malignos no suelen dar metástasis. Esto también se

ve en algunos cánceres humanos como el carcinoma basocelular. Lo

que define en realidad a la malignidad en todos los casos es la

capacidad invasiva.

Con respecto a la nomenclatura, los tumores benignos suelen

designarse usando un prefijo referido al tejido de origen y el

sufijo -oma (por ejemplo fibroma, papiloma, 8to.); existen

excepciones como hepatoma, melanoma y linfoma que son neoplasias
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malignas. Los tumores malignos se clasifican, desde el punto de

vista histogenético, en carcinomas, sarcomas y leucemias. Los

cánceres surgidos de tejidos derivados del ectodermo o

endodermo, que serían aproximadamente el 85 % (124), son los

carcinomas, y los originados a partir del tejido mesodérmico, se

denominan sarcomas (6, 22). Las leucemias son neoplasias

malignas que se originan a partir de células hematopoyéticas de

la médula ósea y de los ganglios linfáticos.

2. Factores cancerigenos

Si bien no siempre es necesario conocer la etiología de una

enfermedad para poder combatirla, desde hace mucho tiempo se han

investigado las causas del cancer bajo el concepto de que no

podra ser curado mientras su origen inicial permanezca ignorado.

Las observaciones en este sentido provienen fundamentalmente de

dos fuentes: la epidemiología y la experimentación de

laboratorio. A traves de la primera se obtienen datos valiosos

para 1a patología humana. De hecho la primera relación causal de

un cáncer humanofue demostrada a traves de la epidemiología al

observarse que el llamado "cáncer de los deshollinadores" era

provocado por la acumulación de hollin en los pliegues del
. . . / .escroto. Por medio de la experimentacion en laboratorio, se han
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obtenido datos mas precisos sobre carcinogéhesis (proceso por el

cual una célula se transforma en cancerosa), debido

principalmente a la posibilidad de ensayos "in vivo" que por
razones éticas no son realizables en el ser humano. Cabe todavía

aclarar la trascendencia de los descubrimientos realizados en el

laboratorio en relación con el problema clinico del cáncer
humano.

Aunqueparezca paradójico, actualmente se conocen muchos

factores etiológicamente asociados al cáhcer pero se ignora si

todos ellos confluyen en una única causa intracelular. Estos
factores suelen ser clasificados arbitrariamente como factores

intrinsecos y extrinsecos al individuo (158). Entre los primeros

se encuentran todos aquellos que determinan la susceptibilidad

de un individuo a desarrollar una neoplasia maligna cuando se

expone a factores exógenos, o quizás hasta en ausencia de ellos.

Comoejemplo se pueden citar factores genéticos (5. 23), edad

(24, 126), estado hormonal (181) e inmunológico (175). En cuanto

a los factores extrinsecos, estos dependen de aspectos

geográficos (168), dietéticos (186), ocupacionales (6), y hasta

de practicas sociales y religiosas (181). Los agentes

carcinogéhicos suelen clasificarse en tres tipos: 1)carcinógenos
I . . . . 'quimicos, como las aflatox1nas, las nitrosamaninas y muchos

. . . . l .hidrocarburos policíclicos, 2)car01nogenos fí81cos, como los

rayos X, luz ultravioleta y ciertos materiales inertes, y

3)virus oncogehicos, como el HTLV(human T-lymphoma virus) en el
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hombre y el de Gross, el de Moloney, etc., en el ratón (6. 124,

158). Gracias al estudio de virus productores de tumores se ha

podido detectar en varios casos el gen responsable de la

transformación maligna, u oncogen, e incluso la proteína

transformante que codifica (15). Se descubrió que dichos

oncogenes hallados en el genoma de retrovirus oncogéhicos

(v-onc), tenían su homólogo virtualmente idéntico en células

eucarióticas cancerosas y hasta en células normales (c-onc)

(191). Durante algún tiempo se creyó que los c-onc de las

células malignas provenían de los que poseían los retrovirus

oncogéhicos. Hoy, sin embargo, fundamentalmente por el hallazgo

de c-onc en celulas normales, se considera que estos oncogenes

se habrian conservado durante la evolución de los vertebrados y

que serían el origen ancestral de los v-onc (15, 158, 191). Que

los.c-onc de las células eucarióticas normales funcionan, aunque

quizás en forma cualitativa o cuantitativamente diferente que en

las células neoplasicas, no hay duda, lo que se desconoce aun es

cual sería la función que cumplen normalmente y que,

aparentemente, sería esencial para la vida , como se desprende

de su existencia en distintas especies animales y su postulada

conservacion a traves de la evolucion (158).

Los resultados obtenidos en el terreno de la Virología

molecular y de los oncogenes han llevado a sugerir una teoría

unificada del cáncer similar a la propuesta inicialmente por

Huebner y Todaro en 1969 (185), segun la cual todas las causas
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del cáncer (como carcinógenos quimicos, fisicos o virales)
tendrian comocausa inmediata común la activación anormal o la

mutación, que puede ser sólo de un nucleótido, de alguno de los
. l ooncogenes celulares que provocarian 1a transforma01on maligna

(158, 191).

Muchose ha logrado en el terreno de la prevención del

cancer gracias a algunos métodos de diagnostico precoz y

evitando factores ambientales etiológicamente asociados a esta

enfermedad. Muchopuede llegar a obtenerse a través del estudio

de los oncogenes e investigando de qué modoellos pueden dejar

de expresarse para no llevar a la transformacion celular. Pero

mientras tanto el problema del cancer sigue existiendo: se dice

que las 2/3 partes de los pacientes con esa patología fallecen,

la mayoria de las veces, comoconsecuencia de sus metástasis.

I I . deEÏF¿XESÜÏÉkESJIE3

1.Cuando la célula cancerosa emigra

Si los cánceres primarios se detectasen lo suficientemente

temprano no cabe duda que podrian ser perfectamente erradicados

por medio de 1a cirugía. Es conocida la frase del oncólogo
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cirujano: "los cánceres podrian curarse con un bisturí si sólo
no se diseminaran“ (109).

Comomencione anteriormente, las neoplasias malignas se

diferencian de las benignas, entre otras cosas, por el hecho de

que sus células no permanecen en el tejido de origen. Algunas

células que conforman el tumor maligno primario tienden a

infiltrar tejidos vecinos del huésped (proceso conocido como

invasión) y a veces llegan a desprenderse de la masa tumoral

inicial y a "emigrar" a otros sitios anatómicamente alejados

estableciendo tumores secundarios. Estas colonias que aparecen a

distancia son las metástasis; cabe aclarar que algunos autores

utilizan este término para designar el proceso que lleva al
establecimiento de los tumores secundarios o aun la trasmisión

de gérmenes patógenos de un sitio a otro del organismo (38, 60).

Para llegar a formar metástasis, células del tumor primario

deben remontar la "cascada metastásica", que arbitrariamente se

divide en una serie de eventos correlativos unos de otros (130,

145, 199): 1)infi1tración de tejidos del huésped adyacentes al

tumor .primario, 2)penetracion en cavidades y vasos del

organismo, 3)desprendimiento y transporte, 4)reinvasion del

tejido del huésped en el cual se formaran metástasis y

5)a1teracion del nuevo tejido, vascularización y crecimiento del

tumor secundario. Durante el primer paso células, o grupos de

células que se desprenden del tumor primario, o que conservan
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continuidad con él, invaden localmente los tejidos adyacentes

del huésped; aun no se sabe con exactitud de quó manera ocurre

esto. Una de las teorías postula que el aumento de presión que

se generaría en el tejido tumoral por 1a activa proliferación

neoplasica, podría permitir la infiltración en el tejido
adyacente a lo largo de líneas de menor resistencia (40). Sin

embargo, experimentos en los que células tumorales fueron

agregadas a tejidos en cultivo, han mostrado que la infiltración

ocurre aún en ausencia de presión mecanica (39). También se ha

dicho que 1a movilidad de la célula tumoral podria ser

responsable de su poder invasivo, pero hasta ahora no se ha

hallado correlación entre su movilidad l'in vitro" y su poder

metastático "in vivo" (190). Si bien el pretratamiento de

células tumorales con el objeto de desorganizar su

citoesqueleto, y por ende su movilidad, produjo alteraciones en

el comportamiento metastásico "in vivo" de dichas células (90),

queda por demostrar si ese efecto se debe a 1a causa postulada o

a otros parámetros también afectados por el tratamiento.

Al observarse elevadas concentraciones de enzimas

degradadoras en tejido canceroso respecto del tejido

normal o tumoral benigno (132), se pensó que ellas podrian ser

responsables de la conducta invasora de las células .neoplasicas
a través de la degradación enzimática de la matriz extracelular

de su tejido y el del estroma tisular del huesped. Se ha
encontrado correlación entre el nivel de ciertas enzimas
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degradadoras, comocolagenasas (132) y la catepsina B (121) (que

ademaspuede activar la colagenasa latente o a prooolagenasas
que activan colagenasas), y la capacidad invasora en varios

sistemas tumorales humanosy animales. Probablemente la invasióh

de tejidos del huésped por parte de las células malignas no

dependa de ninguno de los mecanismos planteados en forma

exclusiva, sino de una combinacion de los procesos mecánicos, de

motilidad celular, enzimáticos, y quizas otros, variando de

acuerdo al sistema tumoral analizado. Ultimamente se ha

propuesto una hipótesis de tres etapas para explicar la invasión

tumoral (121). En la primera de ellas, las células tumorales se
adherirían a la matriz extracelular subyacente a través de

receptores que poseerían en su membrana plasmática para

glicoproteínas específicas de la matriz comola laminina o la

fibronectina. Luego, las células secretarian, o harían secretar
al huésped, enzimas hidrolíticas que degradarían localmente la

matriz (colagenasas, por ejemplo) y que podrian actuar gracias a

desbalances que producírian sobre inhibidores proteicos

naturales presentes en suero y en la matriz misma. Finalmente,

la célula tumoral se moveria en la región de la matriz

modificada por la proteolisis. La invasión total de la matriz

extracelular se produciría por la repeticioh cíclica de estos
tres eventos.

Unavez producida la invasioh tumoral inicial, las células

neoplasicas exitosas en este evento se trasladarah a otras
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partes del organismo, para lo cual deben penetrar en nuevos

compartimientos como vasos linfáticos, sanguíneos, cavidades
celómicas, epiteliales y estructuras canaliculares. En general
se dice que de las vías de diseminacion tumoral la más comun es

la línfática. Hoyse sabe que los capilares linfáticos carecen

de una membranabasal formada por colageno tipo IV y laminina

(11), de tal manera que las células tumorales podrían pasar en

forma pasiva por fenestraciones endoteliales que dichos

capilares poseen (134). En la diseminación hemática, en cambio,

la célula cancerosa debe atravesar la membrana basal

subendotelial para poder penetrar en los capilares sanguíneos o

en vénulas (proceso conocido comointravasación), para lo cual

utilizaría mecanismossimilares a los que emplearía el tumor

para invadir la matriz extracelular, y en especial los

carcinomas para atravesar la membranabasal (que es un tipo de

matriz extracelular). Las células neoplasicas también podrían

entrar en el torrente sanguíneo desde el sistema linfático a

traves de conexiones que existen con él. Otra forma sería por

vasos sanguíneos intratumorales y regiones necróticas del tumor

o con reducida oxigenación, que pueden poseer alteraciones

estructurales en los vasos neoformados o áreas de hemorragias

que facilitarían la diseminación sin necesitar una etapa
invasora previa (60, 145, 180). En la clínica frecuentemente se

afirma que mientras los carcinomas suelen diseminarse por via

linfática, los sarcomas lo hacen por vía hemática. Es importante

aclarar que, comose dijo anteriormente, ambos sistemas son
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inseparables y actualmente es más correcto hablar de

diseminación linfohemática (60), en vez de dar una explicación

sobresimplificada del proceso. Si bien menosfrecuentes, existen
diseminaciones a traves de cavidades celomicas o serosas como

cavidad peritoneal, pleural o espacio pericardico; a traves de
cavidades epiteliales (por ej. carcinomas transferidos por

contacto de la pared vaginal al cervix o la pared vaginal

opuesta) (145); o por estructuras canaliculares comobronquio y
ureter.

Producida la entrada en algunas de las vias de diseminación

las células neoplásicas pueden seguir dos caminos. El primero

seria crecer en el lugar de penetración y desde alli liberar

émbolos tumorales a la circulacion. La otra posibilidad, y

quizas la mas frecuente, sería el desprendimiento de células

tumorales individuales o en grupos a medida que van penetrando

en 1a vía de diseminación metastaSica. En algunos sistemas

experimentales como el melanoma B16 de raton, se ha podido

establecer que sólo sobrevive una de cada mil células tumorales

que entra en circulación (49). Esto nos da una idea de lo poco

apto que resulta dicho medio para la célula maligna, ya sea por

la acción traumática de la turbulencia sanguínea, las

deformaciones que debe sufrir en su paso por la

microcirculacíóh, por la accion del sistema inmunológico del

huésped, u otras causas. Es quizás por ello que es frecuente

observar que las células tumorales se unen unas a otras
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(agregación homotípica), a células del huésped como plaquetas,
linfocitos o restos celulares (agregación heterotípica), o son
envueltas por fibrina (70, 130). Se cree que de esta manera la

celula neoplasica se protegería de los embates del medio

ambiente que atraviesa y tendría mas posibilidades de sobrevivir

(130), lo cual se vería apoyado por el hecho de que el numero de

metástasis pulmonares originadas por inoculos endovenosos de

células tumorales seria proporcional al tamaño de los émbolos

tumorales (51, 120).

Las células neoplasicas que se hallan en circulacidh son

transportadas pasivamente por el flujo sanguíneo o linfático y

finalmente se detienen en el lecho capilar del órgano en el cual

metastatizarán. Alli las células neoplásicas interactuan con
células del endotelio vascular, ya sea a traves de conexiones

especificas con estas, o conexiones de tipo mecahicas e

inespecificas que impiden su recirculación por el organismo, y

se produce la "implantación". En algunos casos las células

tumorales se adhieren a zonas de retracción de las células

endoteliales donde la membranabasal subyacente queda expuesta

(55). Luego de la implantación en la microcirculacioñ se produce

la invasión secundaria, seguramente por un mecanismosimilar al

que utilizó el tumor para la invasión primaria .(55). Otra

alternativa sería el crecimiento expansivo dentro del vaso hasta

su ruptura (134). La extravasación de las celulas tumorales y su

proliferación en el parenquima del órgano blanco da origen a
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pequeñas colonias neoplasicas o micrometastasis. Si bien estas
pueden crecer gracias a la proximidad de vasos sanguíneos, llega
un momentoen que su desarrollo se va limitado por la ausencia

de un aporte sanguíneo que le provea nutrientes y depure sus

productos de desecho. La secreción de TAF (factor angiogenico

tumoral) por parte de las células neoplasicas permitiría 1a

formación de nuevos vasos (angiogehesis) gracias a 1a

estimulación especifica de la proliferación de células

endoteliales del huésped (66). Cuandolos nódulos metastásicos,

que en general tienen un gran parecido histológico con el tumor

original, adquieren un determinado tamaño, pueden dar origen a

metástasis (55).

El proceso metastásico entonces, depende de una serie de

interacciones entre las células cancerosas y las células

normales del huésped. Sólo aquellas células neoplásícas que sean

capaces de atravesar todas las etapas de dicho proceso podran

dar origen a metástasis, siendo mas las células que se quedan a

mitad de camino que las que llegan a destino. Surge a partir de

ello una pregunta: las células emigrantes que logran sortear la

carrera de obstáculos que les impuso el organismo tienen

propiedades especiales, o todas las células son iguales y

simplemente se trata de una cuestión de azar?.
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2.No todas las células de un tumor son idénticas

Gran numerode datos experimentales indican que las células

cancerosas que componenun tumor son heterogeneas y difieren,

entre otras cosas, en cuanto a características metabólicas (13),
propiedades antígenicas (148), receptores hormonales (173),

cariotipos (171), y susceptibilidad a drogas citotóxicas (84.

93). Es facil comprenderesta heterogeneidad celular en aquellos

cánceres de origen multicelular (policlonal) comoun reflejo de

las caracteristicas de las distintas celulas progenitoras (155).

Sin embargo, se cree que la mayoría de los tumores espontaheos

tendrian un origen clonal (48) y que la heterogeneidad que se

observa en ellos en el momentodel diagnostico clínico sería el

resultado de 1a progresión tumoral (55). Este fenómeno de

progresión neoplasica fue definido por Foulds(68) para explicar

la serie de cambios detectables que van surgiendo en forma

irreversible durante el transcurso de 1a enfermedad y que

gradualmente le dan autonomia a1 tumor respecto del huésped. En

relación con esto, Nowell (136) ha planteado que como resultado

de la adquisicion de variabilidad genética o inestabilidad, y de

la presión selectiva ejercida por las respuestas del huésped,

surgirían variantes celulares o subpoblaciones con mayores

probabilidades de sobrevivir y por consiguiente más malignas.

Esta heterogeneidad celular que existe en el tumor primario

explicaría también la distinta capacidad invasora y metastasica
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de las células que lo componen. Una evidencia directa de esto

fue obtenida en 1977 por Fidler y Kripke (61). Brevemente la

experiencia fue la siguiente: a partir de un tumor primario

subcutáneo de melanoma 816 en el ratón C57 Bl/6J prepararon una

suspensión celular e inocularon endovenosamenteuna alícuota en

ratones singeneicos para 1a obtención de metástasis pulmonares

(método conocido como "ensayo de metástasis experimentales"). La

otra alícuota fue usada para producir 17 clones celulares que

luego fueron inyectados de identica manera que en el caso

anterior. Transcurrido el tiempo necesario se observó'que dentro

de cada grupo inoculado con células_de un mismo clon el número

de metástasis experimentales obtenido era relativamente parejo,

pero sin embargo variaba bastante de un grupo a otro. Por lo

tanto las células que componíanlos distintos clones no poseían

1a misma capacidad metastasica, de tal manera que el tumor

primario del cual habían provenido estaba constituido por una

población celular heterogénea. Se comprobóque la variabilidad

que existía entre los clones no se generaba por la clonacioñ

misma, pero quedaba 1a duda de si la heterogeneidad metastásica

hallada en el melanomaB16 no era un artefacto resultante del

prolongado cultivo "in vitro" o del continuo transplante

subcutáneo seriado que se realiza en animales singeneicos para

mantener la línea tumoral. Esto quedo' descartado al obtenerse

resultados comparables a los anteriores con el uso de diversos

tumores murinos de origen reciente, y por consiguiente con mucho

menor numero de pasajes "in vitro" o "in vivo" (56, 59, 116).
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Estos estudios mostraron que existen subpoblaciones de

células tumorales con gran capacidad para formar metástasis y

que entonces se trataría de un proceso altamente selectivo y no

azaroso. Si bien los nódulos metastásicos suelen ser homogeneos

ello no significa que sólo puedan originarse a partir de dichas

subpoblaciones, de hecho se han hallado células con capacidad

metastásica baja, mediana y alta a1 analizar la composición

celular de metástasis individuales (143, 146). Se podría

postular que las células tumorales con baja o mediana capacidad

metastatizante podrían llegar al _organo blanco, y producir
metástasis, si por azar hubieran evitado todas las trabas que en

distintas etapas le va poniendo el huésped.

Notodos los investigadores estan de acuerdo con la teoría

selectiva. Los grupos de Mantovani (71) y de Alexander (41)

trabajaron con diversos tumores experimentales y llegaron a la

conclusión de que las metástasis no surgen a partir de
subpoblaciones celulares metastásicas sino que surgen a partir

de cualquier célula del tumor primario por un mecanismoal azar.

Otros investigadores (128, 194) no pudieron aislar celulas con

mayor potencial metastasico de algunas líneas tumorales

malignas. Estos resultados contrapuestos a los partidarios de la

teoría selectiva, podrían deberse a diferencias en las
condiciones experimentales y en la heterogeneidad u homogeneidad

de los tumores parentales usados por unos u otros grupos de
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investigadores (146, 174. 182).

Si bien unas pocas células tumorales pueden originar

metástasis por un mecanismoal azar, actualmente se considera

que ello ocurre fundamentalmente a traves de un proceso de tipo

selectivo. La obtención de lineas tumorales con mayor capacidad

metastatizante a partir de un tumor parental sustenta aun más la

teoría selectiva. Diversos tumores comoel B16 usado por Fidler

(50), o incluso el M3que se usara'para el desarrollo de esta

tesis (27) (Ver material y métodos), han sido seleccionados "in

vivo"y se han obtenido variantes con mayor poder metastásico,

B16-F10 y MMSrespectivamente. Para ello las células del tumor

original se inocularon por vía subcutánea, intramuscular o

endovenosa, y una vez obtenidas las metástasis éstas fueron

usadas para inocularlas por las mismasvias en forma seriada,

produciéndose de esta manera un enriquecimiento selectivo

secuencial. Otros autores han logrado obtener variantes

metastásicas a través de la seleccion de células con expresión

aumentada de fenotipos considerados importantes en alguna de las

etapas del proceso metastásico, comoresistencia a determinadas

respuestas inmunes (57, 88), resistencia a lectinas (108),

producción aumentada de enzimas degradadoras (122i, adhesión

aumentada a membranabasal subendotelial (131), invasión tisular

aumentada (144). Por ultimo, como se ha visto mas arriba,

también se obtienen líneas con diferente potencial metastasico a

traves de la clonacioñ de poblaciones celulares de tumores

heterogéneos (61).
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3.Cada tipo de tumor tiene un blanco prefijado.

En base a observaciones clínicas y experimentales podría

decirse, en general, que cada tumor primario tiene un órgano

preferencial específico para establecer sus metástasis (130,
180). Los carcinomas mamarios suelen metastatizar en cerebro y

pulmones, los cánceres de pulmón en cerebro y glahdulas

suprarrenales, y el carcinoma prostático en hueso. Se han

planteado dos hipótesis para explicar este fenómenode patrones

metastásicos selectivos. Según Ewing (47) las metástasis en

determinados sitios del organismo se producen por factores

anatómicos y hemodinámicos de los vasos ; Paget (138), en

cambio, propuso la "teoría de la semilla y el suelo” por la que

el microambiente de ciertos organos (“el suelo") permite la

implantación, supervivencia y desarrollo de determinadas células

tumorales ("la semilla”). Si bien puede existir un atrapamiento

de tipo inespecífico en la microcirculación como resultado de

factores mecanicos, la mayoria de las observaciones realizadas

en sistemas experimentales apoyan la hipótesis de Paget. Así,

por ejemplo, a través de la inoculación endovenosa en la vena de
la cola o en el ventrículo izquierdo de células del melanomaBIB

marcadas radioactivamente, se ha podido ver que la distribución

metastásica en el órgano blanco no está determinada por el

primer lecho vascular que las células hallan en su trayecto

(62). Esto se ha visto sustentado por experimentos en los que



22
células tumorales que normalmente metastatizan en pulmon, luego

de inoculadas endovenosamente, colonizaron trozos de pulmones

implantados subcutaneamente pero no implantes ectopicos de otros

órganos (91, 112); también se ha llegado a resultados similares

utilizando animales con uniones parabióticas (63).

La membranaplasmática se hallaria directamente involucrada

en la detención de la célula cancerosa en un lugar determinado.

A través de modificaciones enzimáticas de la superficie celular

se ha logrado alterar la localizacion y extensión de sus

metáStasís experimentales (83, 170). Por otro lado, se ha visto

que la inhibición de la sintesis de glicoproteinas de membrana

por sustancias como la tunicamicina disminuye el número de

metástasis experimentales en ciertos modelos (101). Se cree que

todas las celulas llevan en su superficie glicoconjugados que
servirían de señales moleculares de reconocimiento entre las

células de un mismotejido y a veces, entre diversos tipos de

tejidos (163). En relación con esto hay quienes proponen una
hipótesis de "llave y cerradura" por la cual la célula tumoral

metastásica poseeria en su membranamoléculas glicosiladas que

se asociarían especificamente con otras ubicadas en las células

del órgano blanco (100). Otra línea de evidencia que sustenta el

rol de las membranasplasmáticas en las metástasis surgió a

partir de experimentos de fusión de vesículas membranosas de

variantes altamente metastásícas a la superficie de células

tumorales emparentadas pero con poca tendencia a dar metastasis.
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Las células tumorales asi modificadas mostraron una capacidad

aumentada para colonizar el órgano blanco y formar metástasis

experimentales (147). De lo expuesto puede desprenderse que hay
propiedades intrínsecas a 1a célula cnncerosa que son esenciales

para el establecimiento de las metástasis, pero ademas actuan

factores externos a 1a célula neoplásica que dependen del

huésped.

4.Cómopuede el huésped enfrentar a las metástasis

Durante el transcurso del proceso metastásico el huésped

responde a las células tumorales por mecanismos de tipo immuney

no immune, intentando destruirlas en algunos casos o colaborando

con ellas en otros.

Algunos tejidos del huésped, como el conectivo, poseen

inhibidores de las proteasas que liberan las células neoplasicas

(44). Por otro lado, se ha visto que la aparición de una capa de

estroma o capsula fibroblastica rodeando ciertos tumores, quizas
. . f . l / . . . .1mped1r1a la expres10n de su max1mopoten01a1 maligno, gra01as a

1a liberación de factores inhibidores de las colagenasas (34).

Ademasde estas respuestas se han descripto otras, también no

immunes, pero que favorecen el crecimiento tumoral o su

desarrollo metastasico. Las plaquetas, por ejemplo, a veces

colaboran en la diseminación cancerosa, favoreciendo la
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agregación de las células neoplásicas (70), o en su

multiplicación al liberar factores estimulantes del crecimiento
celular (69, 134). Otros autores han visto, en cierto sistema

experimental, que es esencial 1a presencia de determinadas

células normales no immunesjunto al tumor para que este pueda

desarrollarse y metastatizar (172). Otro ejemplo mas de

respuestas no immunes durante el crecimiento de lesiones

primarias y metastasicas es la neovascularización o

angiogénesis. Si bien ella es inducida por la secreción de TAF

por parte del tumor, es el huésped el que responde a traves de

la migración y proliferación de sus células endoteliales (66).

Por otro lado, la angiogénesis también actua en condiciones

fisiológicas normales comoen heridas e inflamación, y factores

similares al TAFson secretados por linfocitos, macrófagos y

otros tejidos normales (32, 72, 141, 169). En base a ello hay

quienes creen que el TAFpodría ser visto por el huésped como

moléculas normales y por lo tanto evocar respuestas tisulares

normales (132).

Segun diversos autores, la respuesta immune del huésped

seria relevante en el desarrollo metastásico de diversos tumores

(3, 54, 86). Durante muchos años 1a inmunología tumoral ha

ocupado un primer plano en la investigación oncológica, y de

ello fue responsable en gran medida la teoria clasica de la

vigilancia inmunológica postulada por Burnet (21). En ella se

decía que constantemente surgian en el huésped células malignas
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que eran destruidas eficientemente por linfocitos T; cuando este
sistema fallaba entonces se desarrollaba un cáncer. Esta teoría

que estuvo en vigencia durante tantos años debió ser modificada,

dado que muchos de sus postulados no se habían cumplido al

evaluarse experimentalmente (178). Hoy en día son pocos sus

seguidores y de ser cierta la teoría se cree que obraría a

traves de mecanismos inmunológicos inespecificos como las

células natural Killer (NK)o los macrófagos (1, 156, 177,178).

Otro hecho importante en la inmunología tumoral ha sido el

hallazgo, a traves de cuidadosos estudios, de que la mayoría de

los tumores animales de origen espontáneo no muestran

inmunogenicidad alguna, al menos empleando las técnicas clasicas

de inmunización antitumoral (45, 98). Si consideramos a las

neoplasias humanas comode origen espontáneo podríamos suponer

que ellas raramente muestran inmunogenicidad. A pesar de que una

no demostrable inmunogenicidad por pruebas de laboratorio,

quizás no demasiado sensibles, no significa que los tumores en

cuestión no posean antigenicidad o no puedan ser inmunogénicos

bajo ciertas condiciones, los trabajos anteriores nuevamente
. . . lhiCieron tambalear a la inmunologia tumoral.

Actualmente es imposible generalizar sobre el papel que

juega la inmunidad del huésped en los procesos malignos. En

algunos sistemas tumorales 1a supresión de las respuestas

inmunes lleva a un aumento de las metástasis experimentales (las

que se producen por inoculación endovenosa de las células
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tumorales en ausencia del tumor primario) o espontáneas (las que

se producen a partir del tumor primario), mientras que en otros

mediante el mismoprocedimiento se obtiene una disminución o

anulación de las metástasis, o incluso no hay efecto alguno

(134). Para explicar este tipo de contradicciones, Prehn (149)

postuló su "teoría de la inhibición-estimulación inmune"por la

cual una respuesta antitumoral débil, comola que ocurriría en

los primeros estadios del desarrollo tumoral o en tumores

débilmente antigénicos, seria de tipo estimulador; mientras que

una fuerte respuesta antitumoral, como la que habria en los

ultimos estadios del desarrollo tumoral o en tumores fuertemente

antigénicos, actuaria inhibiendo el crecimiento neoplásico. Esta

teoría fue comprobadamediante experimentos en los que variando

el númerode linfocitos de ratones portadores de tumores en

relacion a un numero fijo de células neoplasicas se logró

inhibir o aumentar el numero de metástasis experimentales

respecto de los controles. Asi, la inoculación endovenosa

simultánea de células de melanoma B16 con bajo número de

linfocitos resultó en una exacerbación del número de nódulos

metastásicos en pulmón, mientras que con muchos más linfocitos

el efecto fue inverso (52).

E1 análisis del desarrollo metastásico espontáneo a partir
de distintas sublíneas de un fibrosarcoma inducido por luz

ultravioleta, con diferente inmunogenicidad, también ha

confirmado la teoría de Prehn. En ese caso se observó que las
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células de un fibrosarcoma débilmente inmunogenico crecían y

metastatízaban mas en huespedes inmunocompetentes que en

huéspedes inmunológicamente deprimidos. mientras que con

sublineas muy inmunogénicas se obtenía una inhibición de su

crecimiento y de sus metástasis aun en huéspedes

inmunocompetentes (58). Las propiedades antígenicas de las

células tumorales del tumor primario y de sus metastasis han

mostrado ser diferentes en ciertos tumores inducidos

experimentalmente (179), e incluso se han descripto casos en que

distintas regiones de un mismo tumor primario varían en su

inmunogenicidad (139). En general, se ha visto que los tumores
metastásicos son menos inmunogehicos que los no metastásicos, y

que ensayos de inmunización realizados con los primeros,

exacerban en vez de inhibir las metástasis, coincidiendo

nuevamente con Prehn (111); lamentablemente, la mayoría de estos

estudios se realizaron con tumores no espontáneos que, como

antes se mencionó, serían altamente inmunogénicos y poco

reflejarian al caso humano.

Dentro de los mecanismos inmunológicos de tipo específico

que se han postulado como capaces de inhibir el crecimiento

metastásico se hallan los linfocitos T. Alexander (2) observó un

aumento del patrón metastásico de una serie de sarcomas y

linfomas inducidos experimentalmente en ratones suprimidos en su

función T por distintos metodos. Al no hallar resultados

similares con carcinomas implantados en animales tratados de la
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misma manera, planteo' que el crecimiento de dichos tumores

estaría controlado por mecanismos inmunes de otro tipo. Sin

embargo, habría que tener en cuenta que todos los sarcomas y

linfomas que uso eran ínmunogenicos, mientras que los carcinomas

eran de baja o casi nula inmunogenicidad; es muy posible,

entonces, que los linfocitos T efectores puedan controlar el

desarrollo metastásico sólo en tumores inmunogenicos. Esto se

vio confirmado por el mismoautor al utilizar dos carcinomas con

mayor inmunogenicidad que dieron resultados similares a los

obtenidos con los sarcomas y linfomas por él usados (3). Por

otro lado, existe la posibilidad de que surjan variantes
tumorales resistentes a linfocitos T, como se ha visto en

algunos casos (18).

Muchosautores, reconociendo las limitaciones que poseerían

los linfocitos T para enfrentar a tumores primarios y sus

metástasis, han postulado una "inmunidad natural" como

alternativa. Esta representaría la primera línea de defensa que

no necesita inducción de una respuesta inmune clásica

(timodependiente) y que, por lo tanto, es de tipo inespecífica.

Entre SUSposibles componentes efectores figuran los anticuerpos

naturales, las células NK(natural killer), las NC(natura1

cytotoxic) y los macrófagos.

En algunos sistemas experimentales se han hallado en suero

de animales normales anticuerpos naturales contra células
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murinas metastásicas, que podrían actuar por mecanismos de

citotoxicidad mediado por complementoo de citostasis de las

células tumorales . Esto se ha comprobado con algunos modelos

tanto"in vitrd'como"in vivd, y ademásse ha visto que el nivel

de dichos anticuerpos seria más bajo en animales portadores de

tumor (189). Alternativamente, los anticuerpos naturales podrían

opsonizar células tumorales que entonces serian destruidas por

mecanismoscelulares dependientes de anticuerpo (31). A las

células NKse les ha dado una gran importancia en el control de

la diseminación metastasica por sus propiedades de poder

distinguir entre células tumorales y normales (95). Gorelik y
col.(77) vieron que mientras las células del tumor 3-LL primario

eran sensibles a la accion de NK, aquellas que provenían de

sublíneas aisladas a partir de sus metástasis espontáneas eran

más resistentes a dicha acción; además habia una importante

reduccion en el numero de metástasis espontáneas cuando las

células que conformarían el tumor primario se inoculaban junto

con células NK. Las NK serian más efectivas contra células

tumorales en circulación (16, 87). Por otro lado se ha visto que

el nivel de NKse correlacionaría, en algunos sistemas. con una
. / r . . . . / .forma01on de metastas1s disminuida. Así en huespedes con baJa

actividad NK—comoratones de la cepa "beige", ratones nude de 3

semanas, ratones tratados con suero anti-asialo. GMl, con

B-estradiol, o ciclofosfamida- suele observarse una alta
incidencia de metástasis espontáneas y experimentales (85, 87,

89. 162. 184); en cambio, aquellos con altos niveles de
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actividad NK"nudo de 5 a 8 semanas, ratones tratados con

poliI:C, o con interferón- en general muestran un potencial
metastásico disminuido (20, 85, 87). Diferentes autores han

obtenido, por distintos métodos, sublíneas tumorales resistentes

a NK; en dichos casos so observó un aumento en el potencial

metastásico espontáneo e incluso la aparición de metástasis en

ratones nude adultos (76, 88), probando nuevamente la

importancia de las células NKen el control de las metástasis,

al menos en algunos sistemas.

Los macrófagos también han sido postulados como muy

importantes en el control del desarrollo metastásico. Estas

células pueden ser activadas y convertirse en tumoricidas por

interacción directa con parásitos, microorganismos o componentes

de las paredes de sus células, o por mecanismos indirectos que

incluyen una linfoquina llamada factor activador macrofágico

(MAF),liberada por linfocitos sensibilizados por el antígeno o

estimulados por mitogenos (54). Los macrófagos tumoricidas

pueden discriminar entre células neoplasicas y no neoplasicas,

al menos "in vitro" (54. 106). Durante mucho tiempo se habló de

una correlación inversa entre el número de macrófagos

infiltrantes en el tumor primario y el potencial metastásico
(134), pero la generalización a partir de dichos resultados no

era correcta, como luego demostró Talmadge (183) al usar

díecíseis líneas tumorales de diferente origen. A pesar de ello,

los macrófagos podrían ser realmente efectivos en el control de
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las metástasis en circunstancias especiales. Asi, el tratamiento

de animales con MAF o con muramil dipáptido o MDP (un

componentede la pared bacteriana activador de macrófagos)

encapsulados en liposomas ha permitido inhibir en gran medida la

formación de metástasis espontáneas (54).

El hecho de que existan tumores resistentes a la accion de

linfocitos T (10) y de NK(76), condujo a Fidler a postular a

los macrófagos comouno de los sistemas mas efectivos capaz de

enfrentar el problema que representa 1a heterogeneidad tumoral

en el tratamiento contra el cancer. Esto ultimo se basa en la
imposibilidad de seleccionar variantes tumorales resistentes a

la accion de los macrófagos por parte de dicho autor (54). Sin

embargo, otros han logrado algunas pocas variantes resistentes

(129, 187) y además, se ha visto que no todas las líneas

tumorales poseen la misma sensibilidad a los macrófagos: la

supresión"in vivo'I de su funcion ha aumentado el potencial

maligno de una línea parental poco metastásica pero no ha

afectado a sublíneas altamente metastásicas (106).

Por último, es interesante mencionar la existencia de

respuestas inmunessupresoras que podrían contrarrestar a las

efectoras antes mencionadas, y que por lo tanto favorecerían el

desarrollo metastásico. A modode ejemplo pueden citarse células

T supresoras que suprimirian a T efectoras, a linfocitos B O a

macrofagos citotóxicos; y macrófagos supresores que podrían
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suprimir a células T citotoxicns o a células NK(133, 106).

5.El tumor primario actua a favor o en contra de las
l .metasta51s

Es obvio que el tumor primario es indispensable para que se

establezcan las metástasis espontáneas. pero también es el mismo

tumor primario el que en ciertas circunstancias "pone trabas" en

el crecimiento de tumores secundarios. Cómo se entiende esta

controversia?.

Ya a comienzos del siglo se describió un fenómeno, hoy

conocido como "inmunidad concomitante”, por el cual un individuo

portador de un tumor resiste un implante secundario de dicho

tumor en un sitio anatómicamente alejado (12, 43).Para explicar

este fenómenose han propuesto tres teorías. Ehrlich en su

teoría de la atrepsis decía que los nutrientes esenciales para
el crecimiento neoplásico eran consumidos por el tumor primario,

lo que impedía el desarrollo de un implante secundario (43). La

segunda teoría dice que el tumor primario genera en el huésped

una respuesta inmunológica que, si bien no es lo suficientemente
fuerte para inhibirlo, si 10 es para controlar el desarrollo de

implantes secundarios relativamente pequeños (12). La tercera

teoría, propuesta por Gorelik, sugiere que las células del tumor

primario producirian o inducirían indirectamente factores
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inhibitorios no inmunes que impedirían el crecimiento del
segundo inóculo (78).

Conrespecto a la teoría de la atrepsis, hemos visto en

nuestro laboratorio que indbulos tumorales secundarios en dosis

grandes pueden superar la "inmunidad concomitante" que el

primario ejerce frente a inoculos menores (159). Por otro lado,

se vio que un fibrosarcoma primario disminuye su "inmunidad

concomitante al adquirir un gran tamaño, y por lo tanto

consumir más "nutrientes esenciales“ (159). Estos dos hechos no

sustentarían la primera teoría.

Por otro lado, la segunda teoría se apoya sobre experimentos

realizados con tumores probadamente inmunogéhicos (36, 135,

188). Pero, en el laboratorio de Gorelik (75) y en el nuestro

(159), hemos observado que el fenómeno también existe en tumores

no inmunogénicos, y que no estaría mediado por el sistema

inmunológico, razón por la cual denominamos a1 fenómeno

"resistencia concomitante".

Por último, la tercera teoría, que sería la que tendría

mayor sustento, explicaría el fenómeno en tumores inmunogehicos

y no inmunógenicos. Esta teoría se veria apoyada por.e1 hecho de

que en un gran número de trabajos se ha observado que la

presencia de un tumor primario inhibe la tasa de crecimiento de

implantes secundarios (35, 125, 137).



34

Es posible que la resistencia concomitante tenga dos

mecanismos: uno inmunológico, solo detectable con tumores

inmunogehicos, y otro no inmunológico, que sería común a los

tumores inmunogenicos y a los no inmunogenicos (157, 159).

Independientemente de cuál sea 1a explicación de este

fenómeno, es interesante analizar si las metástasis, que pueden

considerarse implantes secundarios naturales, también pueden

modularse por la presencia del tumor primario. A1 respecto se ha

observado que 1a remoción quirúrgica de un tumor murino

metastatizante generalmente es seguida por una exacerbación del

crecimiento metastasico (73, 164).
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. 36Animales

Todos los experimentos se llevaron a cabo en hembras BALBde

alrededor de 3 meses de edad, que provenían del bioterio de la

Sección Leucemia Experimental de la Academia Nacional de

Medicina y que se mantenían con pellets Cargill y agua "ad

libitumÏ Los ratones BALB nude y BALB nu/+ provenían del

bioterio de la Comisión Nacional de Energía Atómica; eran

hembras de entre 4 y 5 meses en algunos casos y de entre 7 y 8

semanas en otros. Estos animales, genéticamente timoprivos se

hallaban separados de otros animales, en cajas esterilizadas con

tapas filtro aislantes estériles y mantenidos con pellets
irradiados y agua autoclavada. El manejo de los BALBnude y los

BALBnu/+ siempre se realizó bajo flujo laminar.

Tumores

Se usaron dos adenocarcinomas con diferente capacidad

metastatizante en pulmón, ambos suministrados gentilmente por

Lucas Colombo, del Instituto de Oncología "Angel H. Roffo". Uno

de ellos, el M3, es un adenocarcinoma mamario surgido

espontáneamente en una hembra de la cepa BALB;en la población

endocríada original muestra una incidencia metastática

espontánea en pulmón del 40 %, con una media de 6 nódulos. El

tumor MM3, en cambio, fue obtenido por Colombo luego del
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transplante subcutaneo de nódulos de metastasis pulmonares

espontáneos de M3y de 5 pasajes sucesivos por igual vía de las

metástasis surgidas en cada nueva etapa (27). Este tumor tiene

un 95 %de incidencia metastasica espontánea en pulmón y una

media de 30 nódulos, en la población original. Ambostumores se

mantienen en ratones hembras de la cepa BALB de alrededor 3

meses de edad mediante pasaje seriado subcutáneo.

Evaluación del crecimiento tumoral

El crecimiento de los implantes tumorales subcutáneos fue

evaluado a través de la medición con calibre. El volumen tumoral

se calculó de acuerdo con la fórmula de Attia y Weiss (8):

Volumen Tumoral = O,4.(a.b2)

donde a y b representan los diámetros mayor y menor

respectivamente.

Suspensiones de células tumorales

Se utilizaron fragmentos tumorales provenientes de regiones

no necróticas del tumor primario. Presionando ligeramente con

tijera curva se hicieron atravesar una fina malla de acero

separada del fondo de la cápsula de Petri por un aro metálico,

usandose solución fisiológica (Roux Ocefa,Bs.As.) o medio de
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cultivo RPMI (Sigma Chemical Company, USA). La viabilidad

celular se evaluó por el test de exclusión de Trypan-blue, en el

cual sólo se consideran vivas a las células que no toman el

colorante. Las células se contaron en cámara Neubauer.

Ensayos de inmunización antitumoral

Se utilizaron las siguientes técnicas:
a) Células irradiadas: se irradiaron tanto fragmentos tumorales

3 comosuspensiones celulares en soluciónde aproximadamente 1 mm

fisiológica, en capsulas plaSticas de Petri con 9000 rads. Los

rayos X se generaron con un aparato de radioterapia Philips RT

100 a 70 KV, 9,4 mA y filtrados con 1,25 mm Aluminio. La

aceleración fue de 941 rad/min con una distancia fuente-blanco

de 11,4 cm. Los animales fueron pretratados con dos dosis S.c.

de 106 células tumorales irradíadas o de fragmentos tumorales

irradiados 14 y 7 días antes del desafío con células tumorales

vivas por vía subcutánea.

b) Implantación y excísión: se extirparon quirúrgicamente

tumores subcutáneos en los que se había llegado a un volumen de

aproximadamente 400 mm3.El desafío se realizó 2 semanas después

en el flanco contralateral con células tumorales vivas en
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diferentes dosis.
En los dos casos se calculó el número de células tumorales

vivas necesarias para que, inyectadas 5.0., exista un 50 x de

probabilidad de letalidad (Dosis letal 50 o DL50), de acuerdo al

método de Reed y Munch (10).

Evaluación del crecimiento metastasico

Los ratones fueron sacrificados_ por dislocación cervical
cuando moríbundos, en el caso de metástasis espontáneas, o a los

días indicados en cada tabla, en el de metáStasis

experimentales. Los pulmones fueron expuestos por medio de

cortes laterales de la caja torácica y corte del diafragma, y

levantando la parrilla costal. Para no dañar los pulmones se

pinzó el corazón y se cortó la región de la tráquea y faringe

que se hallaba cerca de los apex, y el esófago cerca de las
bases del órgano respiratorio. Los pulmones se lavaron en agua

corriente para quitar los restos de sangre y se separaron sus

lóbulos-en una caja de Petri con solución fisiológica. Allí se

examinaron bajo lupa estereoscópica binocular (40 x) y se

determinó el númerode nódulos metastasicos superficiales y su

tamaño mediante papel milimetrado. Los nódulos metastásicos se

distinguen de la superficie pulmonar normal por su aspecto

perláceo. En todos los casos se conservó una muestra en el
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fijador para su posterior ana1151s histologico y confirmaCIOn

del diagnóstico.

Ensayo de metastasis experimentales

Para la inoculación e.v. de células tumorales se prepararon

suspensiones celulares en RPMIy se dejaron decantar durante 5

minutosI luego de los cuales se recogió el sobrenadante y se

contó en cámara Neubauer, tratándose de utilizar suspensiones
libres de émboloscelulares. La viabilidad celular raramente

superó el 20 % , a pesar de lo cual la suspensión se utilizó en

esas condiciones por considerarse mas representativa del tumor

original que otra obtenida por métodos enzimáticos con mayor

viabilidad. La inoculación e.v. se realizó a traves del seno

venoso retroorbital por tratarse de una via mas rápida y

accesible que la vena de la cola. El recorrido de la circulación

y los resultados obtenidos por ambos métodos no difieren en
ninguno de los aspectos analizados, según el estudio de Price y

col. (150). Los ratones se inocularon, sin anestesiar, con

diferentes dosis en volumenes de 0,2 ml. El sacrificio se

realizó 18 a 20 días después y se evaluó el crecimiento
metastásico.
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Análisis histológico

El material para examenhistológico, proveniente del tumor

primario o de pulmones, para confirmar metástasis, se fijó en

FAM(15 % formaldehído, 5 % ácido acético y 80 % metanol) y se

proceso para su posterior inclusión en parafina. Se realizaron

cortes finos de 3-4 flm de grosor y se colorearon con la técnica
de hematoxilina—eosina.

Clearance de carbón coloidal

La medición de la actividad fagocitica de los macrófagos fue

evaluada por este método (14, 118). Los animales fueron

inoculados e.v. con 16 mgde carbon coloidal ("Biological ink",

Koh-I-Noor) por cada 100 g de peso corporal, y a los 3 y 15

minutos fueron sangrados por el seno venoso retroorbital, con el
objeto de medir la densidad óptica de su sangre (lisada

previamente en 2 ml de agua). El índice fagocitico (K) se

calculó mediante la siguiente formula:

K: log D03 - log D015

12

donde D03 y D015 representan las densidades ópticas a los 3 y 15

minutos respectivamente a 650 nm.
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Medición del nivel de celulas NK

Se uso comocélula blanco del ensayo citotóxico el linfoma

YAC-1,una linea tumoral en cultivo sensible a la acción de las

células NK, que fue gentilmente suministrado por la Dra. S.

Olabuenaga. El método utilizado se basó en el descripto por

Herberman(94). Brevemente: las células efectoras (esplenocítos)

primero, y las celulas YAC-l marcadas con Cr51 (Comisión

Nacional de Energía Atómica, Buenos Aires) luego, se colocaron

en tubos plásticos (Polistor Nr.8) en relaciones efectoras:
célula blanco 200 a 1, 100 a 1 y 50 a 1, siendo el número de

células YAC-lde 10.000. E1 volumen final se ajustó a 200íp1 con

el medio de cultivo (RPMI+ 5 % suero fetal bovino). Luego de

una centrifugación de 1500 rpm x 2 min., se incubaron a 37 °C

durante 4 horas en una atmósfera de 5 % de C02 en aire. La
radioactividad del sobrenadante y del pellet se midió en

contador gama (Packard 3320,_automático). E1 porcentaje de lisis

se calculó mediante 1a siguiente formula:

% citotoxicidad = 100 x cpmS

cpmS + cme

donde cpmsignifica cuentas por minuto, S: sobrenadante, P:

precipitado. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado. A cada valor obtenido se le restó el obtenido con el

control (células blanco sin células efectoras).
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El ensayo usado se basó on nl dnscripto por Forni (67): se

realizó una suspensión celular de M3 o MM3en medio RPMI frío,

llevando a una concentración final de 5x10S células por

mililitro. Se incubó 0,5 ml de las suspensiones celulares con

igual volumen del antisuero a probar decomplementado y diluido

veinte veces, durante 30 min. en hielo. Luego de lavado el

material a través de tres centrifugaciones sucesivas, el pellet

resultante se incubó con 200 pl de _inmunoglobulinas de conejo
anti-IgG de ratón conjugadas con fluoresceina (Dako, Dinamarca)

en una dilución 1 en 25 durante 30 min. en frio. El pellet

obtenido luego de tres lavados se resuspendio' en 150 ¡Fl de
glicerol fosfato tamponado y se coloco” una gota sobre un

portaobjeto con cubreobjetos. Se obsservó en microscopio de

fluorescencia. Se evaluó la inmunofluorescencía en membrana

celular en cada uno de los casos.

Ensayo de rosetas EA

Este ensayo se uso para la detección de receptores para Fc

(117). Se realizaron las suspensiones celulares de los tumores.

Por otra parte se mezclaron volúmenes iguales de glóbulos rojos

de carnero (GRC) al l % y suero de ratón anti - GRC
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decomplementndo y diluido 1:70h. y se incuharon durante 30 min.

a 37'C en estufa gaseada. Los complejos así obtenidos se lavaron

y se llevaron a una concentración tal que se hallasen en una

relación eritrocito: célula tumoral 10 a 1. Ambas partes se

mezclaron en volúmenes iguales y se incubaron durante 30 min. a

37°C. Se resuspendid suavemente y se evaluó el porcentaje de

rosetas bajo microscopio, considerándose comotales a aquellas

células tumorales rodeadas por 3 o mas glóbulos rojos de

carnero. En cada ensayo se contaron 200 celulas tumorales en

total.

Preparación de extracto de material necrótico

Tumores M3 o MMSen su etapa final, fueron cortados a lo

largo de su eje mayor, dejando expuestas de esa manera una gran

zona necrótica central y una región no necrótica periféricau
Empleandoun bisturí se extrajo mediante un suave raspado todo.'

el material necrótico que- se desprendía fácilmente. Dicho

material fue homogenízado en un macerador manual utilizándose 4

ml de solución fisiológica por cada gramo de material. Se

realizaron dos centrifugaciones sucesivas de 15 minutos a 4000
rpm y 8000 rpm, rescatándose siempre el sobrenadante. La

solución resultante se fraccionó en tubos y se congeló a (-18)É.

Una alícuota de cada nuevo extracto preparado se usaba para

medir el pH y la cantidad de proteínas totales por el método de

Bradford (19).
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Medición de proteinas

Se realizó por el método de Bradford (19) que es muy

sensible. Se pipeteó 10 pl de diversas diluciones de los
extractos cuya concentración proteica queria medirse, y luego se

agregó en todos los tubos 1 ml de la solución de Coomassie

Brilliant Blue G-250 (Sigma, USA). Luego, entre 2 y 30 minutos

despues, se midió la absorbancia en luz visible a 595 nm en

espectrofotómetro (Metrolab 250 UV-VIS), calculándose la

concentracion proteica a partir de una curva patrón de albúmina

bovina (Sigma, USA) que siempre se uso como control de la

técnica.

Ensayo de desprendimiento celular "in vitro"

Para este análisis se construyó un aparato que por

diferencia de tensión superficial facilita el desprendimiento
celular en relativamente poco tiempo. Brevemente: posee una base

formada por dos aros de acrílico de aproximadamente 2,5 cm de
altura adosados a un portaobjeto, y un soporte que sostiene dos

hilos de los cuales penden dos anzuelos que se ubican dentro de

los dos aros de acrílico. Este aparato fue hecho de tal manera

que el soporte puede levantarse y volver a dejarse en su

posicion de reposo manualmente, de esa forma los anzuelos se
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extraen de los aros aerílicos y se vuelven a introducir en ellos

las veces que se deseen. Se usaron varios de estos aparatos

adosados para la realización de los experimentos.

Para el ensayo de desprendimiento celular se engancharon en

los anzuelos fragmentos de tumor de igual tamaño provenientes de

regiones no necróticas. En cada uno de los receptaculos formados

por los aros acrilicos y la base del portaobjeto se colocó 2,5

m1de la sustancia cuya actividad sobre el desprendimiento

queria analizarse, es decir: extracto necrótico de M3, de MM3o

solución fisiológica. E1 soporte se colocaba de tal manera que

los fragmentos tumorales quedaban sumergidos en el liquido. Todo

se incubó a 37'C durante 45 min. Luego, a temperatura ambiente,

se levantd'y bajó constantemente el soporte durante un minuto,

de manera tal que los fragmentos salían y volvían a entrar en el

liquido; este procediminto se realizó cada 2 minutos durante 45

minutos. Finalmente se quitó el soporte del cual pendían los

fragmentos tumorales, se extrajo el líquido de cada receptaculo

y se calculó en cada caso el númerode células desprendidas por
mililitro utilizando cámaraNeubauer.

Análisis estadístico

ñ I n g lhn las muestras que no mostraban una distribuCion normal se
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utilizó el Test no paramétrico U de Mann-Whitney (2 colas);

mientras que en aquellas en que si existía una distribución

normal se uso el test de t de student. Se consideraron

significativas las diferencias con p< 0,05.
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Cinética de crecimiento subcutáneo de M3y MM3

Si bien los tumores M3y MM3surgieron espontáneamente en la

cepa BALBse consideró importante, antes de realizar cualquier

experimento, estudiar las caracteristicas de ambos carcinomas

transplantados en los ratones de nuestro bioterio, dado que es

conocido el hecho de que cepas endocriadas de igual origen,

pueden diferir en algunos parámetros cuando son aisladas y

sometidas a distintas variantes ambientales como temperatura,

humedad, alimentación, luz (81). Unade las caracteristicas a

las que se alude fue la cinética de crecimiento de implantes

tumorales de M3o MM3 subcutaheos, mediante inoculaciones de

fragmentos de tumor por trócar o de diferentes dosis de

suspensiones celulares. A1 comparar las curvas de crecimiento de

los tumores primarios de M3 y MM3 (Figuras 1 y 2

respectivamente), graficadas en igual escala, se puede observar

el crecimiento más rapido de M3respecto de MM3que se evidencia

ya desde el comienzo; en condiciones similares el tiempo de

latencia de detección clínica del tumor es menor en M3. A modo

de ejemplo pueden observarse los dias 20 y 35 de las dos curvas
de inoculación por trócar; mientras en el primer día M3tenia un

volumen de aproximadamente 1500 mm3, MM3sólo media 400 mm3; en

forma similar a1 día 35 de crecimiento, M3 poseía 8400 mm3y MM3

unos 1700 mm3.Es interesante hacer notar que 1a sobrevida de

los portadores de tumor fue mayor para MM3que para M3; asi, en
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ratones inoculados con MM3por trócar la sobrevida era alrededor

de 75-85 dias, mientras que con M3era de aproximadamente 35-40

dias. En las Figuras 1 y 2 cada curva surge de los promedios de

los volúmenes tumorales de 6 animales, salvo en el caso de las

dosis de 10# en que la incidencia tumoral no fue del 100 % y

sólo se consideraron los casos en que el tumor creció (ver luego

DL50 en ensayos de inmunización).

Cinética de aparición de las metástasis

Otra de las caracteristicas que se consideró’ importante

conocer de ambos tumores cuando se transplantaban en ratones

BALBde nuestro bioterio, era el momentoaproximado en que se

hacían manifiestas las metástasis pulmonares espontáneas. Para

ello ratones BALBse inocularon subcutaneamente con M3 o MMBy

fueron sacrificados en diferentes dias del crecimiento tumoral

para evaluar el desarrollo metastásico pulmonar. Con respecto a

M3, la incidencia metastásica fue nula aún en los últimos dias

de la evolución neoplasica analizando mas de 100 portadores de

M3.

Los ratones que poseían MMS subcutaheo, en cambio,

comenzarona manifestar un desarrollo metastásico a partir del

día 45 del crecimiento tumoral subcutáneo, aumentando la

incidencia a medida que avanzaban los dias (Figura 3). Dado

que fueron considerados positivos todos aquellos casos con

nódulos metastásicos mayores que 0,5 mmde diámetro, y que no se
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tuvo en cuenta la clasificación dc acuerdo con los distintos

tamaños nodulares, es importante mencionar que conforme

avanzaban los días, en general, aparecían nódulos cada vez de

mayordiámetro, lo que podria explicar el aparente similar

desarrollo metastásico en las últimas etapas si sólo se
consideran el númerode metástasis.

Ensayos de inmunización

Con el objeto de evaluar la inmunogenicidad de los tumores

M3y MMBse realizaron ensayos clásicos de inmunización tumoral.

En todos los casos, 10 a 30 ratones BALBsujetos al tratamiento

inmunizante, asi comotambién los controles normales, fueron

desafiados con 10“ y 1o5 células de M3 o MMB,y en base a los

resultados se calculó la DL50. En el ensayo llevado a cabo con

MM3se observó un leve aumento de la DL50 en los grupos

experimentales, siendo un poco mayor en los tratados con células
irradiadas que en los de implantación y excisión (Tabla 1). En

el caso de M3, se obtuvieron resultados similares a los de MM3

(Tabla 1); los obtenidos con el método de implantacion y

excisión en unos pocos animales y con una sola dosis no fueron



LLALJL-IL-ILALALJLJLJLJLJLALJLJLALJLJ

54

incluidos en la tabla; esos datos fueron reportados por otros

autores (115) que no detectaron inmunogenicidad alguna. Como

puede verse en 1a Tabla 1, el cociente entre DL50de los grupos

tratados y de los grupos controles, tanto en M3 como en MM3,

alcanza a dar como máximoun valor de alrededor de 4. Esto

contrasta en gran medida con los valores de alrededor de 100,

que se obtienen con tumores fuertemente inmunogehicos como el

fibrosarcoma MC-Cinducido por metilcolantreno en BALB, que se

ha usado comocontrol positivo (Tabla 1). En base a ello se

podría decir que tanto M3como MMSserían tumores débilmente

inmunogénícos.
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TABLA 1

ENSAYOS DE INMUNIZACION ANTITUMORAL EN M3 Y MM3

Ensayo de DL 50

Inmunizacíón M3 MM3 MC-C

Control

(sin tratamiento) 1,4x104 6,5x103 5x104

Implantación

Excisión - \<1o4(1,5)a >4x106(80)

Células Irradiadas 5,5x104(3,9) 2,7x104(4,2) >5x106(100)

a: Cocíente entre DL50tratado / DL50control.
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Análisis histológico

A través del exámen microscópico de los tumores primarios se

pudo constatar que M3 y MM3 poseen características de

adenocarcinoma mamario. En ambos casos existe un gran área

necrótica que en M3es central y deja una delgada capa de

células morfológicamentebien conservadas periféricas (Figura

4), pero que en MM3,si bien es central, se alterna con pequeños

"islotes" de células bien conservadas o, como"lenguas", penetra

en la muydelgada capa periférica de células aparentemente vivas

(Figura 5). Por la disposición de la necrosis, esta no

corresponde a la imagen observada en las necrosis de tipo

vascular; por otra parte, debido a la ausencia de elementos

linfoides del huésped en la necrosis o periferica a ella,

tampoco se debería a una respuesta inmunológica. En ninguno de

los tumores subcutáneos M3 o MM3, ni en las metástasis

pulmonares (Figura 6), examinados histológicamente se observó

infiltración intratumoral o peritumoral alguna por células del

huésped, que pudiera indicar algún tipo de respuesta por parte

del portador del tumor. Para evaluar si la diferente velocidad

de crecimiento de M3y MM3podía deberse a distintas frecuencias

mitóticas, se analizaron en ambos casos 100 campos de áreas bien

preservadas (no necróticas) y con similar densidad celular a

1000 X en diferentes pasajes de los tumores, calculándose el

número de mitosis por campo (se contaron aquellas células que se
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hanbnn on manfnsc. nnnfnse «vLolofnsc). Se pudo ohscrvar que

las mitosis eran más frecuentes en MSque en MMS(4,5 i 1,3 en

MSy 3,5 i 1,1 en MMS,p<<0,001 según test de t de student). Con

respecto a los nódulos metastásícos espontáneos, se observaron

tanto superficiales (Figura 7), como intraparenquimatosos

(Figura 8). Fue llamativo observar en varios oportunidades,

necrosis central en metástasis de MMSde tamaño pequeño (Figura

7 y 8). Si bien la invasión secundaria en MMSocurriría por

filtración de las células tumorales a través de 1a pared de los

vasos (Fig. 9, 10, 10A, lOB, 11), no puede descartarse la

posibilidad de que se produzca también el crecimiento expansivo

dentro del vaso y su ruptura, dado que se observaron grandes

émbolos tumorales llenando la luz de vasos ubicados dentro del

parénquima pulmonar (Fig. 12). Otra posible via de diseminación

metastásica en MMSpodría ser 1a canalicular a través de los

bronquios, ya que se observaron celulas tumorales dirigiéndose

hacia los bronquios (Fig. 13 y 13A) e invadiéndolos (Fig. 14)

desde el parénquima pulmonar.



58

FIGURA 4

Fotomicrografía a bajo aumento de tumor primario de M3, zona

periférica. Obsérvese que se trata de un adenocarcinoma mamario

con necrosis central (ángulo inferior izquierdo) (25 X).
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FIGURA 5

Fotomiorografía a bajo aumento de tumor primario de MM3,

mostrandoel patrón típico, con alternancia de áreas necróticas

y de cordones tumorales conformados por células carcinomatosas

de morfología celular similar a las de M3(25 X).
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FIGURA 6

Borde de un nódulo metastásico de MM3intraparenquimatoso en el

que se observa la ausencia de elementos linfoídes del huésped

peritumoralmente o íntratumoralmente. Cabe segalar la

atelectasia y edema intraalveolar en el paréhquima pulmonar

(derecha), debido a la compresióh mecáhica ejercida por los

nódulos (100 X).
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FIGURA 7

Nódulo metastásico de MMSsubpleural. Obsérvese el área

necrótica central (100 X).
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Micrometástasis intraparenquimatosa de

pesar de su vecindad con un vaso,

necrosis intranodular (25 X).

MM3. Obsérvese

y su Pequeño tamaño,

que a

presenta
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FIGURA 9

Etapa previa a la extravasación de MM3: se observa un émbolo

tumoral dentro de un vaso dilatado, adherido a1 endotelio, sin

haber roto aún la pared vascular. Obsérvese en ángulo} superior

derecho un gran nódulo metastásico que llega hasta la pared del

vaso, así como en la izquierda tres nódulos más pequeños (100

X).
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FIGURA 10

Embolia intravascular de MM3con necrosis central. En la parte

inferior y central del émbolose observa la etapa inicial de 1a

extravasación, mediante la ruptura de la pared vascular (100 X).
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FIGURA 10 A
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Imagen a mayor aumento del borde inferior derecho del émbolo

tumoral de Fig 10. Se observa el límite vascular íntegro, y en

el ángulo inferior derecho de la fotografía una 'éstructura

bronquial. (250 X).
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FIGURA 10 B
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Imagen a mayor aumento de la Figura 10, en la que se observa la

ruptura de la pared vascular, infiltrando parénquima. En la

parte inferior de la fotografía Se ve un nódulo metaétásico ya

establecido (250 X).
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FIGURA 11

Imagen que representaría una etapa un poco mas avanzada de la

extravasación. Se observa 1a ruptura casi total de 1a pared

vascular y el desarrollo de una metástasis intraparenquimatosa

de MMBque aún mantiene continuidad con el émbolo que le da

origen (250 X).
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FIGURA 12

Embolia intravascular de MM3y nódulos intraparenquimatosos con

áreas necróticas. Obsérvese que el émbolo de células MMSocupa

la luz del vaso.(100x)
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FIGURA 13

Nódulo intraparenquimatoso de MM3infiltrando una estructura

bronquial. Nótese el epitelio de revestimiento del bronquio cuya

integridad desaparece en el sitio de penetración de les
MMS.

células

A la izquierda y por debajo del bronquio se observa un vaso

sanguíneo (100 X).
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FIGURA 13 A

Imagen a mayor aumento de la Figura 13, en la que se observa

claramente la invasión del bronquio y la ruptura de su epitelio
(250 X).
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FIGURA 14

Embolo tumoral de MMBya dentro del bronquio. (250 X).



Función T y metástasis espontáneas y experimentales

Se utilizaron ratones BALBnude de entre 4 y 6 meses de

edad, y BALBheterocigotas para el gen nu como controles. Se

emplearon 6 animales nude y 6 nu/+ para evaluar la actividad NK

de sus esplenocitos frente a las células YAC-l "in vitro". Se

observó que no existía diferencia en cuanto al porcentaje de

lisis celular, lo que habla de una actividad NKsimilar en ambos

grupos (Figura 15).

En base a lo anterior se supuso que los ratones nude y nu/+

sólo diferian, desde el punto de vista inmunológico, en el nivel

de "linfocitos T funcionantes”, que como se sabe, no se

hallarían presentes en los homocigotas para el gen nu pero si en

los heterocigotas (nu/+) (161). Conel objeto de evaluar si los

linfocitos T podian, de alguna manera, alterar el patrón

metastásico, se inocularon subcutaneamente ratones nude con M30

MM3y, cuando moribundos, se evaluó el crecimiento metastásico

en pulmón. El tumor M3no metastatizó ni en nude ni en los

controles (Tabla 2). MM3,en cambio, dio metástasis pulmonares

en ambos grupos, pero no se observaron diferencias

significativas en cuanto a la incidencia y al número de las

metástasis (Tabla 2), así comotampoco en el diámetro de las

mismas.
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Conel objeto de observar 1a influencia de los linfocitos T

en la producción de metástasis experimentales, se inocularon

endovenosamente ratones nude y nu/+ con dos dosis de M3 y MM3.

Nuevamenteno se hallaron diferencias significativas (Tablas 3 y
4).
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TABLA 2

CAPACIDAD METASTASICA DE M3 Y MM3 EN NUDE DE 4-5 MESES

Genotipo Tumora Incidencia Incidenciab Nn Met.Pu1monares

tumoral metastásica

Media Rango

nu/nu M 3' 5/5 (100%) 0/5 (0%) - 

nu/+ M 3 6/6 (100%) 0/6 (0%) - 

nu/nu MM3 17/17 (100 %) 14/17 (82 %) 13,6 0-36

nu/+ MM3' 11/11 (100 %) 10/11 (90%) 16,7 0-31

a: Los.tumores fueron extraídos e inoculados en condiciones

asépticas.
b: Ratones con metástasis pulmonares / ratones con tnmor.

Los datos se analizaron estadísticamente por Test U de

Mann-Whitney.
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TABLA 3

METASTASIS EXPERIMENTALES DE M3 EN NUDE DE 4-5 MESES

Genotipoa M3e.v. Incidencia.b Nro.Metast. Pulmonares

Metastásioa

Media Rango

nu/nu 104 8/9 (89 x) 3,7 o-e

nu/+ 104 9/9 (100 x) 3,7 1-9

nu/nu 5 x 104 5/5 (100 x) 29,9 15-49

nu/+ 5 x 104 6/6 (100 %) 19,0 9-37

a: Fueron sacrificados al día 18 post inóculo e.v. para evaluar

metáétasís. Los nódulos metastásicos fueron similares en tamaño

en ambos grupos (<1,5 mm).

b: Ratones con metaStasis pulmonares / Ratones inoculados e.v.

con M3.

Los datos se analizaron estadísticamente por el Test U de

Mann-Whitney.
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TABLA 4

METASTASIS EXPERIMENTALES DE MM3 EN NUDE DE 4-5 MESES

Genotipoa MMSe.v. Incidenciab Nro.Metast. Pulmonares

Metastásíca

Media Rango

nu/nu 104 6/7 (86 x) 5,3 0-12

nu/+ 1o4 7/7 (100 x) 7,6 3-18

nu/nu 5 x 104 8/8 (100 %) 99,5 54-187

nu/+ 5 x 104 7/7 (100 %) 78,4 16-129

a: Se sacrificaron 18 días después del inóculo e.v. para evaluar

metástasis. Los nódulos metastásicos fueron en ambos grupos <

1,5 mm;

b: Ratones con metástasis pulmonares / Ratones inoculados e.v.

con MMS.

Los datos se analizaron estadísticamente por el Test U de

Mann-Whitney.
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Funcion NKy metástasis experimentales

Se usaron ratones BALBnude de 5 a 8 semanas de edad que,

según diversos estudios, han mostrado poseer una actividad NKen

bazo exacerbada respecto de los controles (96, 99, 110). Con el

objeto de confirmar que los ratones que se utilizarían se

hallaban en esas condiciones, se usaron 6 nude y 6 nu/+ para

evaluar el nivel de células NKesplehicas a través del ensayo de

citotoxicidad por liberacion de Cr frente a células YAC-l. Se

observó una marcada diferencia en 1a actividad NK a1 comparar

nude y nu/+ de 7-8 semanas de edad. (Fig. 16)

Comoya se habia visto que 1a ausencia o presencia de

actividad de los linfocitos T no afectaba el desarrollo de las

metástasis experimentales de M3ni de MMS,se usaron los ratones

nude de 7 a 8 semanas para evaluar 1a importancia de las células

NKen el control del desarrollo metastásico experimental. Los
animales se inocularon endovenosamente con las células tumorales

y 18 dias más tarde se sacrificaron para cuantificar el

crecimiento metastásico en pulmones. En ninguno de los dos

tumores utilizados se observo' diferencia significativa alguna

entre el grupo experimental y el control (Tabla 5).
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FIGURA 16
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METASTASIS EXPERIMENTALES DE M3 Y MM3 EN RATONES NUDE DE 7-8

SEMANAS

Genotípo Tumor Incidenciaa Nro. Metastasis Pulmonares

e.v. Metastásica

Media Rango

nu/nu 3x104M3 7/7 (100%) 39,3 6-76

nu/+ 3x104M3 5/7 (71%) 22,0 0,45

nu/nu 3x104 MMS 7/7 (100%) 63,0 24-128

nu/+ 3x104MM3 7/7 (100%) 64,6 15-123

a: Ratones con metáStasis pulmonares / Ratones ínoculados e.v.

con células tumorales. Los nódulos metastásicos fueron de tamaño

similar en todos los grupos.
Los resultados se analizaron por Test U de Mann-Whitnev.
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Función manrofñnicn y metástasis experimentales

Para observar el efecto de los macrófagos sobre 1a

metástasis experimentales de M3y MMB. se utilizaron ratones

inoculados con siliea, ya que este tratamiento se considera que

depleciona la función macrofagioa (4, 118). Con el objeto de

verificar si ello se cumplía en el sistema experimental

utilizado, se uso un grupo de los animales normales tratados con

sílica para determinar la actividad fagocítica del sistema
reticuloendotelial a través del ensayo de “clearance de carbón

coloidal". Por este método pudo confirmarse que los animales

inoculados con silica mostraban una actividad fagocitica

significativamente deprimida (Tabla 6).

Los animales restantes, tratados de igual forma con silica

e.v., fueron inoculados e.v. con células tumorales M3 o MM3,

tres horas más tarde de la inyección de 1a suspensión de silica.

Los ratones fueron sacrificados 18 dias después para evaluar el

desarrollo metastásico en pulmón. Con ambos tumores se observó
un aumento significativo del número de metástasis en los

animales tratados respecto de los controles (Tabla 7).
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TABLA 6

EFECTO DE SILICA ENDOVENOSA

Grupo N Actividad Fagocitica (K) p*

BALBtratados 6 0,038 i 0,008

con silica (a)
(0,01

BALBnormales 5 0,080 i 0,005

*segün test t de student.
a. 2 mgde sílica e.v. un día antes de la medicióh de la

actividadad fagocitica.

b. K: log D03 — 10g D015

12

donde D03y D015representan las densidades ópticas de la sangre

3 y 15 minutos luego de 1a inyección de carbón coloidal.



TABLA 7

METASTASIS EXPERIMENTALES DE M3 Y MMS EN RATONES TRATADOS CON

SILICA

Grupo Tumor Incidenciaa Nro. Metast.Pu1monares

e.v. Metastásica Media Rango

BALBtratados

con sílice 5x104M3 17/17 (100%) 141,9 * 71-234

BALBnormales 5x1o4M3 12/12 (100%) 85,9 38-157

BALBtratados

con sílica 4x104MM3 19/19 (100%) 165,0** 32-290

BALBnormales 4x104MM3 16/16 (100%) 82,8 10-211

a. Ratones con metástasis pulmonares / Ratones inoculados con

células tumorales. Los nódulos metastásícos eran de similar

tamaño en todos los grupos.

* p<0,01 ; ** p<0,002 (Test U de Mann-Whitney).
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Anticuerpos y metástasis

Se quiso saber si en el suero de portadores de M3 o MM3

podía detectarse alguna diferencia a nivel de anticuerpos
específicos, que se correlacionara con el poder metastásico

espontáneo. Conese objeto se realizó inmunofluorescencia frente

a ambos tipos de células tumorales usando 1) sueros de

portadores de M3y MM3,2) sueros de ratones que estuvieron en

protocolos de inmunización frente a M3y MM3,y que luego del

desafío tumoral no desarrollaron crecimiento neoplásico, 3)

suero singeneico normal (como control), y 4) solución

fisiológica. En todos los casos sólo se consideró positiva la

fluorescencia en membrana, ya que de existir un antígeno

tumoral específico relevante, la célula tumoral lo expondría al

sistema inmune a través de su membranaplasmática.

En los tres ensayos llevados a cabo con MM3 todos los

resultados fueron negativos, mientras que en las dos

oportunidades en que se trabajo con M3todos los casos dieron

inmunofluorescencia positiva. El hecho de que aun las células M3

con solución fisiológica fluorescieran podía explicarse de al

menos dos maneras: 1a célula M3poseía anticuerpos pegados en su

superficie, o poseía receptores para el Fc de las

inmunoglobulinas. En el primer caso el Suero antí-IgG de ratón,
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fluoresceinado, se uniría al Fu de los anticuerpos ya presentes
sobre la célula; en el segundo caso serían las inmunoglobulinas

del antisuero mismo las que se asociarían con la membranade M3

por el receptor para Fo.

Receptores para Fc

Para descartar una de las dos alternativas recién

mencionadas se hicieron Rosetas EA (eritrocito de

carnero-anticuerpo) que se usan habitualmente para detectar

receptores para Fc (107). En dos experimentos llevados a cabo

con M3, en cada uno de los cuales se contaron 200 células

tumorales vivas, se observó 1a formación de Rosetas EA en 76,1 %

de los casos. Este alto porcentaje obtenido en M3, indicador de

la existencia de receptores para Fc en su membrana,no se vio al

utilizar la misma metodologia en el tumor MMS,ya que en él no

se observo'la formación de Rosetas. Tampocose formaron rosetas

en ninguno de los dos tumores al usar eritrocitos de carnero no

expuestos al suero antíeritrocito.

Resistencia concomitante

Con el objeto de evaluar la importancia del fenómeno de

resistencia concomitante en el desarrollo metastásico de ambos
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carcinomas, animales portadores de MS o MMS subcutáneo

recibieron un inóculo endovenoso secundario de las células

tumorales para observar el número de metástasis pulmonares

obtenidas al cabo de un tiempo.

En un caso se inocularon ratones normales o portadores de

tumor M3 o MMS,de 14 dias de evolución, con células M3 en forma

endovenosa. A. los 18 días se observó un número

significativamente menor de nódulos metastásicos en los pulmones

de los portadores de MS respecto de los normales y de los

portadores de MMS,que no diferían entre si (Tabla 8). Los

resultados obtenidos al inocular endovenosamente con MMSa

ratones normales o a portadores de M3 o MMS, de 20 días de

evolucion, que fueron sacrificados 20 dias mas tarde para

evaluar el patron metastasico, fueron similares a los anteriores

(Tabla 8).

Se analizaron histológicamente los pulmones de portadores de

M3, en los que se detectó menor número de nódulos metastasicos,

para observar si existia algún tipo de reacción celular local

por parte del huésped que pudiese explicar el fenómeno de

resistencia concomitante. En ninguno de los cortes se detectó

diferencia alguna, en cuanto a ese parámetro, respecto de sus
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controles (Figuras 17, 18, 19). Por otra parte pudo observase

que el número de mitosis por oampo en nódulos producidos por 1a

inoculación e.v. de M3o MM3 era significativamente menor en

portadores de M3s.o.que en portadores de MM35.o. o ratones

normales (Tabla 9).
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RESISTENCIA CONCOMITANTE DE M3 Y MM3

Tumor Inóculo Incidencíaéi Nr. Metástasís Pulmonares

primario e.v. Metastasica

Media Rango

A. M3 4x1o4 M3 10/12 (83%) 5,8 (1) 0-19

B. MM3 4x104 M3 12/12 (100%) 40,5 3-95

C. — 4x104 M3 11/11 (100%) 33,6 2-54

D. M3 2x104 MM3 7/7 (100%) 25,0 (2) 7-49

E. MM3 2x104 MM3 12/12 (100%) 106,0 8-185

F. — 2x104 MM3 12/12 (100%) 82,3 22-142

a. Ratones con metástasis pulmonares / Ratones ínoculados e.v.

con tumor. En todos los grupos el tamaño de los nódulos

metastásioos fue similar (la mayoria <1.5 mm).

(1) p< 0,001 respecto de B y C.

(2) p< 0,001 respecto de E y p (0,01 respecto de F.

(Test U de Mann-Whitney)

e.v.= endovenoso
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FIGURA 17

Nódulometastásico pulmonar originado por la inoculación

endovenosa de células MM3en un portador de M3 sc. Nóte

se la ausencia intra o perinodularmente de células lin 

foides del huésped (lOOx).
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FIGURA 18

Metástasis pulmonar "experimental" de MM3en un ratón

con tumor MM3sc. No se observa infiltración aMguna

por parte de células del huésped, dentro o en la per¿-‘
feria del nódulo metastásico (lOOx).
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FIGURA 19

Metástasis pulmonar "experimental" de MM3en un ratón

normal. Al igual que en Figs. 17 y 18, no se observan

células linfoides del huésped que infiltren el nódu 
lo (lOOx).
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FRECUENCIA MITOTICA EN RATONES CON RESISTENCIA CONCOMITANTE

Grupo a Mitosis por H.P.F.b Nro.campos 1000 X

(X + SD) observados

A. M3 sc + M3 ev 2,25 + 0,54 40

B. MM3sc + M3 ev 3,74 + 0,87 50

C. - + M3 ev 3,90 + 1,11 50

D. M3 sc + MM3ev 2,68 + 0,59 50

E. MM3 sc + MM3ev 3,44 + 0,67 50

F. - + MM3ev 4,42 + 1,01 50

sc: subcutáneo; ev: endovenoso

a. Los grupos A-F son los mismos citados en Tabla 8

b. Mitosis por campo a gran aumento

Por t de student: A vs. B y C: p<< 0,001
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Extractos de material necrótico y metástasis

Aunque ambos tumores muestran grandes áreas de necrosis,

llamaba la atención el aparentemente distinto volumen relativo

de necrosis de M3y MMS.Se quiso entonces comprobar si eso era

cierto, y a la vez evaluar si de alguna manera la necrosis tenia

algo que ver con el desarrollo de la metástasis. En primer

lugar, se pesaron tumores primarios M3y MMSde tamaño similar,

y luego sus necrosis, que se obtuvieron por curetaje, para

determinar el porcentaje que representaba la masa necrótica

respecto de la masa tumoral primaria total. Se observo'que en M3

representaba el 18,9 + 2,5 X (n=6), mientras que en MMSel 37,5

+ 4,2 x (n=5), es decir M3 poseía una masa necrótica

significativamente menor que MMS(p << 0,001 según test T de

student). Por otra parte, era llamativa la diferencia que,

macroscópicamente, se observaba en la consistencia de ambas

necrosis. La necrosis de M3aparentaba ser mas consistente y

mostraba mayorresistencia al rasparse con el bisturí; la de

MMS, era más labil, de fácil desprendimiento y hasta

licuificación al raspaje, e incluso, en muchos tumores MMSal

final de su evolución, la necrosis hallada era -totalmente

líquida, de aspecto lechoso y denso.

Conel objeto de evaluar la actividad de las necrosis de
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ambos carcinomas se prepararon extractos celulares cuyas

concentraciones proteicas y sus pH respectivos fueron: 3,7 mg/ml

y 6,8 para M3, y 3,4 mg/ml y 7,2 para MMS. Sólo se utilizaron

extractos del material necrótico, ya que de esa manera se podía

trabajar más facilmente con la sustancia que espontáneamente se

liberaba en el área necrótica como consecuencia del daño o

muerte celular. (Para no obtener resultados no representativos
de la realidad no se usaron extractos del área no necrótica

puesto que a partir de células vivas no dañadas se liberarían

sustancias que normalmeente se mantienen en el interior de la
célula).

Se pensó que de existir alguna actividad, se hallaría más

fácilmente en el extracto de material necrótico de MM3ya que

este tumor es mas metastásico, posee más necrosis y ¿Sta es mas

"liquida". En base a ello, en el primer experimento sólo se uso

el extracto de material necrótico de MM3que fue inoculado

intratumoralmente en portadores de M3 en siete oportunidades.

También se inocularon por igual vía grupos con solución

fisiológica a 100 °C (para producir una necrosis por

coagulación), con solución fisiolokica a temperatura ambiente, y

un grupo quedó sin inocular. A1día 35 del crecimiento tumoral,

se sacrificaron los ratones y se registró el número de focos

metastásicos pulmonares. Pudo observarse que mientras en los
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controles absolutos el tumor M3no habia dado metástasis, como

era habitual en los BALBde nuestro bioterio, en los demas

grupos si, siendo mayor el número de metástasis, en los animales

tratados con el extracto de material necrótico de MM3(Tabla

10). En un segundo experimento se inocularon intratumoralmente

en M3o intraperitonealmente, extractos de material necrótico de

M3o de MMS.Comopuede verse en la tabla 10, al fin de la

experiencia sólo se observaron metástasis pulmonares en los

ratones tratados intratumoralmente con los extractos de material

necrótico, tanto de M3 como de MMS. Si bien no existen

diferencias significativas en los resultados obtenidos con los
dos extractos, existe una tendencia que podria depender de la

concentración utilizada en cada caso (ver notas al pie de la

Tabla 10).

Los tratamientos en los experimentos 1 y 2 difirieron en

cuanto al numero de inoculaciones debido a que se observaba

reiteradamente que luego de la tercera o cuarta inoculación de
extracto de material necrótico de MMSintratumoral los animales

presentaban, inmediatamente despues de inoculados, un cuadro de

excitación, taquipnea, disnea, estado de schock, en algunos

casos convulsiones, y finalmente en un gran porcentaje, muerte

por paro cardíaco. En los animales sobrevivientes el estado de

disnea y lasitud se mantenía durante aproximadamente una hora,
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TABLA 10 96

Experé Grupo Inoidenoíab Nro Met.Pu1monares

Metastásica Media Rango

A. Ext.m.n.MM3 i.t. 12/12 (100%) 23,1 1-46

1 B. SF a 100’C i.t. 9/11 (82 X) 2,4 0-11

C. SF it 9/13 (69 x) 5,6 0-17

D. - 0/12 (0 x) 

E. Ext.m.n.M3 i.t.

(dosis menor) 9/9 (100%) 6,6 1-14

F. Ext.m.n.M3 í.t.

(dosis mayor) 8/8 (100%) 13,1 1-38

G. Ext.m.n. MMSi.t. 8/8 (100%) 3,9 1-9

2 H. Ext.m.n. M3 i.p.

(dosis mayor) 0/10 (0 %) - —

.I. Ext.m.n. MMBi.p. 0/10 (0 X) — 

J. SF i.t. 0/9 (0 %) — 

K. SF i.p. 0/8 (O %) - 

Ext. n n extracto de material necrótioo de; SF: solución
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fisiológica; í.t.= intratumcral; i.p.= intraperitoneal.
(a) En el experimento 1 los ratones (3 meses de edad) recibieron

7 inoculaciones en A,B y C a partir del día 10 de crecimiento

tumoral (las tres primeras inyecciones fueron cada 2 días, las

siguientes cada 3 dias). En cada oportunidad se incculó en A

0,34 mgproteinas/0,1 m1.intratumcra1mente.

En el experimento 2 los ratones (2 meses de edad) recibieron 4

inoculaciones a partir del dia 12 de crecimiento tumoral. En el

grupo E las dos primeras inoculacicnes intratumcrales tenían

0,52 mg proteína/0,28 ml; en F y H 1,3 mg proteína/0,28 ml, en G

e I 0,45 mg proteina/0,28 m1. En todos los grupos la 3ra. y 4ta.

inoculación era la mitad de volumen (y por lo tanto de

proteinas).

(b) Ratones con metástasis pulmonares/Ratones portadores de

tumor. La distribución de los tamaños de los nódulos

metastasicos fue similar en todos los grupos.

Según Test U de_Mann-Whitney: Experimento 1: A vs. B: p<< 0,002;

A vs. C: p< 0,01; A vs. D: p<< 0,002; B vs. D: p< 0.01; C vs. D:

p< 0,05.

Experimento 2: E vs H, I, J y K: p<0,002; F vs. H, I, J y K:

p<0,002; G vs H, I, J y K: p<0,002.
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luego de lo cual se recuperaban. Pensandose en la posibilidad de

que algún agente tóxico fuese el responsable de dicho fenómeno,

se inocularon i.p. 5 animales portadores de M3con 34 días de

evolución (próximos a morir) con 0,5 m1del extracto de material

necrótico de MMSen forma brusca, y se observó que los animales

no morían. Animales en similares condiciones tampoco murieron al

ser inoculados intratumoralmente con 0,3 m1 de solución

fisiológica inyectada en forma rápida. Sólo uno de cinco ratones

con M3de 34 días que recibieron 0,2 m1del extracto en forma

endovenosa, murió. Pensando entonces en la posibilidad de un

shock anafiláctico, antes de inocular por quinta vez el extracto

de material necrótico de MM3,se insectaron 6 animales i.m. con

el antihistaminico prometacina (Fenergan, Lab. Rhodia), 0,025

mg/ratón 60 minutos antes (82), no habiéndose modificado el

cuadro anteriormente descripto.

Por otra parte se quiso saber si los extractos de material

necrótico de M3y MM3eran a su vez capaces de matar células

tumorales. Con ese objeto se incubaron los extractos con

suspensiones celulares de las leucemias linfoideas LB'y P 388,

que habitualmente tienen muy buena viabilidad celular,
observándose la ausencia de efecto necrotizante sobre esas
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líneas tumorales aun luego de 24 horas de inoculación.

Extractos de material necrótico y desprendimiento celular

En base a los resultados obtenidos mediante la inoculación

intratumoral de los extractos de material necrótico, se creyó

que una de las posibles explicaciones era que el extracto de

material necrótico facilitase el desprendimiento celular a

partir del tumor primario. Con el objeto de analizar dicha

hipótesis, en primer lugar, se trabajó "in vitro" incubando

fragmentos tumorales no necróticos con distintas concentraciones

de los extractos o con solución fisiológica. Pudo observarse que

para los fragmentos M3 tratados con extractos el número de

células tumorales desprendidas al medio fue significativamente

mayorque en aquellos tratados con solución fisiológica. Por

otra parte, la liberacion espontánea de células en fragmentos

MM3fue mayor que en los fragmentos M3 (Tabla 11).

Dado el efecto que poseían los extractos de material

necrótico de M3y MMSal actuar "in vitro", quiso observarse si

ese mismoefecto se detectaba con el tratamiento "in vivo" y por

lo tanto podía explicar la aparición de metáétasis en los

portadores de M3tratados. Con ese objeto fragmentos de tumor M3
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DESPRENDIMIENTO CELUhAR DE TUMORES TRATADOS "IN VITRO" CON

EXTRACTOS DE MATERIAL NECROTICO

Tumora Tratamiento b Nro.Cé1u1as n x Células

'in vitro" desprendidas/ml vivas (x X)

(X)

A. M3 Ext. m.n. MM3 22,6 x 1o5 6 34,0

(dosis mayor)

B. M3 Ext. m.n. MM3 12,2 x 105 6 33,2

(dosis menor)

C. M3 Ext. m.n. M3 14,8 x 105 5 38,0

(dosis mayor)

D. M3 Est. m.n. M3 14,4 x 105 6 31,0

(dosis menor)

E. M3 Solucion. Fisiol. 4,2 x 1o5 7 3,5

F. MM3 Solucion. Fisiol. 41,0 x 105 6 11,3

Ext. m.n.: extracto de material neorótico de

n: número de ratones por grupo.

(a) = LOS fragmentos tumorales de M3 y MMS Provením de
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regiones no necróticas y poseían un tamaño similar (aprox. 0,5

cc.)

(b) = En cada uno de los pocillos experimentales la mitad del

volumencorrespondía al extracto y 1a otra mitad a solución

fisiológica. La dosis mayor del extracto de MMSposeía 3,4 mg

proteínas /m1, mientras que 1a mayor de M3poseía 3,7 mg/ml. En

amboscasos las dosis menores estaban diluidas a la mitad.

Según test U de Mann-Whitney: A vs E: p: 0,002; B vs E: p< 0,05;

C vs E: p< 0,01; D vs E: p= 0,01; B vs F: p=0,01; C vs F: p:

0,05; D vs F: p: 0,01; E vs F: p: 0,01.
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provenientes de animales que se habían inoculado 4 veces

intratumoralmente con solución fisiológica o con extracto de

material necrótico de MM3,se íncubaron “in vitro” con solución

fisiológica. Pudo observarse que el tratamiento "in vivo", que

permitía el crecimiento metastásioo en M3, también aumentaba en

forma significativa el númerode células desprendidas respecto

del control, y que ese resultado era semejante al obtenido con

tumores inyectados "in vivo" con solución fisiológica pero
tratados "in vitro" con extracto de material necrótico de MM3

(Tabla 12). Por'otra parte fragmentos de MM3se íncubaron con

solucion fisiológica o con extracto de material necrótico de

MMS,observándose que 1a liberacióh de células tumorales, que

era mucho mayor que la espontánea de M3, no se alteraba (Tabla

12). Un grupo de MM3conformado por sólo 3 casos (no figura en

tabla) fue incubado con solucion fisiológica con 0,02 g% de

Olga (concentración a 1a que se halla en líquido Ringer-Tyrode),
sin observarse alteración alguna en el número de células

desprendidas.

Tanto en el experimento que figura en la Tabla 11 como el de

la Tabla 12 es interesante señalar que el porcentaje de celulas

vivas desprendidas era bajo, siendo menor aún en ¡todos los

casos en que el tratamiento "in vitro" o "in vivo“ era

exclusivamente con solución fisiológica. Sin embargo, es

importante destacar que a pesar de la baja viabilidad celular a
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DESPRENDIMIENTO CELULAR A PARTIR DE TUMORES TRATADOS "IN VIVO" O

"IN VITRO" CON EXTRACTOS DE MATERIAL NECROTICO

Tumora Tratamientob Tratamiento Nr.Cé1ulas n x Cél.

"in vivo" "in vitro“ desprend./m1 Vivas

(x) (x x)

A. M3 Sol.Fisiol i.t. Sol. Fisiol. 6,2 x 105 6 8,3

B. M3 Ext.m.n. MM3i.t. Sol. Fisiol. 22,4 x 105 a 42,0

C. M3 Sol.Fisiol.i.t. Ext. m.n. MM3 33,0 x 10S 5 16,8

D. MM3 - Sol. Fisiol. 44,8 x 105 5 14,5

E. MM3 — Ext. m.n. MM3 34,5 x 105 6 21,7

Ext. m.n. MM3=extracto de material necrotico de MM3.

= número de ratones por grupo.

i.t.= intratumoral.

(a) Los fragmentos de M3 y MM3 provenían de regiones no

necróticas y poseían un tamaño similar (aprox. 0,5 cc.).

(b) Los grupos A, B y C fueron inoculados i.t. 4 veces con Ext.

m.n. MMS(0,34 mg/0,l m1) a partir del dia 12 de crecimiento
tumoral, con un intervalo de 3 días entre inyección e inyección.



(c) En cada uno de los pocillos experimentales la mitad del

volumencorrespondía a1 extracto y 1a otra mitad a solución

fisiológica. E1 Ext. m.n. MMSposeía 3,4 mg proteínas /m1.

Según test U de Mann-Whitney: A vs B: p<0,01; A vs C: p<0,01; A

vs D: p< 0,01; A vs E: p< 0,01; B vs D: p< 0,02; B vs E: p<

0.05.
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igual porcentaje de células vivas, la probabilidad de liberar
más células vivas es mayor conforme aumenta el número total de

celulas liberadas. En base a lo anterior se podría decir que
cualquier método que favorezca el desprendimiento celular

aumentará el númerode células vivas liberadas y por ende la

probabilidad de que se formen eventuales metástasis.

Otro punto a destacar es el hecho de que mientras las

células vivas liberadas de fragmentos de M3 (tratados o no)

generalmente se ven aisladas de otras células, las de MM3se

hallan, en muchos casos, rodeadas de un gran número de células

tumorales muertas conformando ámbolos tumorales.



106

Extracto de material necrótico tumoral, resistencia concomitante

y metástasis

Cuandose realizó la primera prueba piloto para observar el

efecto del extracto de material necrótico "in vivo" y se vio

crecimiento metastasico en los pulmones de portadores de M3, que

nunca daba metástasis espontáneas en nuestros ratones, 1a

pregunta que surgió fue: el tumor M3tratado con extracto perdió

su capacidad de generar resistencia concomitante y por ello hay

metástasis, o mantiene esa capacidad y el número de metástasis

sería aun mayorde no existir?

Se intentó responder a esta pregunta realizando un

experimento en el cual ratones portadores de tumor M3 tratados

intratumoralmente con extracto de material necrótico de MM3

(igual que en experimento 1 de 1a Tabla 10), ratones portadores

de M3intactos, y ratones normales se inocularon al día 14 del

crecimiento tumoral con 50.000 células M3por vía endovenosa y

se sacrificaron al día 35 para evaluar el crecimiento

metastasico en pulmón. A partir de los resultados obtenidos se

puede observar una fuerte resistencia concomitante generada por
el tumor M3intacto. Con el M3 tratado intratumoralmente con

extracto, si bien se observa resistencia concomitante al

comparar con el control, es menor que la del M3 sin tratar
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(Tabla 13). Sin embargoh si tenemos en cuenta las metástasis que

sólo se detectan comoconsecuencia del tratamiento intratumoral,

y lds restamos a las obtenidas en el grupo de M3 tratado e

inoculado endovenosamente, observamos a partir de estos

resultados modificados que la resistencia concomitante obtenida

con M3intacto o M3tratado no difiere (Tabla 13).
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TABLA 13

RESISTENCIA CONCOMITANTE EN M3 TRATADOS CON EXTRACTO DE MATERIAL

NECROTICO TUMORAL

Grupo Ino'buloa Inoídp Nro.Metast. Pulmonares

e.v. Metast. Media Rango

A. M3 s.c. 5x104 M3 11/11 18,1 4-31

B. M3 s.c. +

Ext.m.n. 5x1o4 M3 8/8 36,3 11-79

MMSi.t.C (13,0)d

c. Normal 5x1o4 M3 12/12 85,9 38-157

s.c.= subcutaneo; Ext. m.n.= extracto de material necrótico
i.t.= intratumoral

(a): Las inoculacíones e.v. se efectuaron al día 14 del
crecimiento tumoral.

(b): Ratones con metástasis pulmonares / Ratones inoculados con
M3 e.v.
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(c) El grupo B recibió 7 inoculaciones intratumorales de Ext. m.n.

MM3(0,34 mg proteínas/0.1 ml) a partir del día 10 de crecimiento

tumoral. Este experimento fue hecho en paralelo al Experimento l

de la tabla 10; en iguales condiciones, de tal manera que el grupo

con M3tratado intratumoralmente con Ext. m.n. MM3en dicha ocasión,

se usa comocontrol de metástasis espontáneas. Dicho resultado (23,1

nódulos) fue restado al obtenido con el grupo B de esta tabla para

tener una aproximación al númerode metástasis experimentales.

(d) Corrección por resta del númerode metástasis espontáneas.

Se considera que:

(metástasis de B)= (metástasis espontáneas + (metástasis ex
de B por tratmiento con perimentales de
Ext. m.n. MM3) B por inoc. e.v.

de M3)

Comoaqui se evalúa la resistencia concomitante a través de las me

tástasis experimentales:
(metástasis expe- = (metástasis de B) - (metástasis espontáneas
rimentales de B) de B por tratamiento

con Ext. m.n. MM3)

Comoel número de metástasis por Ext. m.n. MM3es 23,1, se resta ese

valor (ver (c)).

-Por Test U de Mann-Whitney:
A vs B: p<0,05; A vs C: p<<0,001; B vs C: p<0,01

Con datos corregidos:

A vs c: p<<o,001 ; B vs c: p<<0,001
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Comoya se ha mencionado, la mayor parte de los pacientes

cancerosos mueren a consecuencia de sus metástasis que, por lo
general, ya están presentes en el momento del diagnóstico

clinico de 1a neoplasia primaria. A pesar de los progresos

terapéuticos, solo el 35 %de los enfermos se curan (163) y es

por eso que durante los últimos años, se ha puesto tanto énfasis

en las investigaciones sobre metástasis cancerosas, que se

supone son las responsables del fracaso obtenido en el 65 %

restante de los casos.

Comoocurre con la gran mayoría de las enfermedades para las
cuales se busca un tratamiento efectivo, el mayor problema

radica en hallar un modelo que refbje lo mejor posible lo que

ocurre en el hombre, dado que por razones éticas no es factible

realizar experimentos "in vivo" con seres humanos.

Fundamentalmente, el modelo animal que más se ha utilizado ha

sido el ratón. La existencia de cepas murinas singeneioas ha

permitido la sobrevida "in vivo“ de tumores malignos surgidos en
alguno de sus integrantes, empleandopasajes seriados. Si bien

no se pueden hacer extrapolaciones directas al humano, hay que

destacar que la gran parte de los conocimientos que se han

adquirido en el tema provienen de experimentos realizados en

ratones. Otro incoveniente es la elección del sistema tumoral.

En general se cree que lo más correcto es utilizar tumores de

origen espontáneo, ya que reflejarian mejor 1a fenomenología de
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los tumores humanos (98) al no evocar, en la mayoria de los

casos, una respuesta inmunológica fuerte en el huésped

singeneico. Pero, si bien hay algunos buenos modelos, en general

son pocos los tumores espontáneos metastatizantes en el raton y

sólo muestran crecimiento secundario luego de la extirpación

quirúrgica del tumor primario (97, 104).

En la presente Tesis se han utilizado dos adenocarcinomas

mamaríos con diferente capacidad metastatizante en pulmón, que

poseen un origen comun. Este modelo, cuyo tumor parental surgió

espontáneamente, resultó adecuado para el estudio de las

diferencias existentes entre ambaslíneas tumorales que pudieran

ser responsables del distinto potencial metastásico. Ese fue el
objetivo de esta Tesis.

En primer lugar se ha analizado por tecnicas clásicas de

inmunización antitumoral la inmunogenicidad de M3y MM3,que en

amboscasos resultó ser débil al ensayarse en los ratones de

nuestro bioterio. Estos resultados coinciden en parte con los

hallados para el tumor M3al realizarse implantacion y excisíón

en la población de ratones donde se originó el tumor (Instituto

de Oncología); en dicha oportunidad, los autores no sólo no

hallaron mayorresistencia que en los controles (no mostraron

inmunogenicidad), sino que incluso observaron una exacerbaoión

tumoral (115). Estos resultados se contradicen con los obtenidos
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por los mismos autores (28) nuevamente en la poblacion de

origen, pero utilizando un ensayo no tradicional consistente en
pesar el ganglio drenante del sitio de inoculación de las

células tumorales cinco días después de inyectadas. Ellos

concluyen que ambos tumores son antigehicos pero MMBlo es en

grado menor que M3y además que, por un ensayo similar a la

hipersensibilidad retardada, se pudo observar que los dos

carcinomas son capaces de provocar una respuesta inmune en el

huésped. Los diferentes resultados hallados en las dos

poblaciones de ratones pueden deberse justamente a pequeñas

diferencias genotipicas, o incluso fenotípioas por influencia

del ambiente, en dos sublíneas de una misma cepa endocriada.

Comoprueba de ello, estaría el hecho de que el tumor M3 nunca

dio metástasis espontáneas en los ratones usados en los

experimentos descriptos en esta Tesis, mientras que sí lo hacia

en la poblaciñ original. Esto incluso podría decirse que hasta

resulto ventajoso, pues me permitió trabajar con un tumor que no
daba metástasis y su variante metastatizante.

Hay que aclarar que aún cuando los tumores no mostrasen

inmunogenicidad alguna, ello no significa que el huééped no

pueda detectar, a través de su sistema inmunológico, antígenos

que nosotros, por medio de ensayos quizás no demasiado

sensibles, no detectemos. Es por eso que, independientemente de

la inmunogenicidad de M3y MM3,se estudió la importancia dc 105

linfocitos T en el desarrollo metastásico de ambostumores. Con
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ese objeto se utilizaron animales genéticamente timoprivos que

poseían un nivel de actividad de células NKsimilar. El patrón

metastásico de MM3no se vio alterado respecto de los controles,

mientras que M3no desarrolló metástasis en ninguno de los

grupos. Si bien en base a estos resultados se podría suponer que

la célula MMBno es afectada por la acción del linfocito T, no

podríamos pensar lo mismopara M3ya que, si bien no se alteró

el crecimiento de su tumor primario, no sabemos si la célula M3

llego a entrar en la circulación donde se vería más expuesta a
la acción de los linfocitos T. Por ello se trató de evaluar la

sensibilidad "in vivo" de M3y MM3a las células T, para lo cual

se inyectaron las células tumorales por vía endovenosa (ensayos

de metástasis experimentales) en ratones nude y nu/+. Nuevamente

no se vieron cambios significativos en el número de nódulos

metastasicos surgidos a partir de las células de uno u otro

tumor. En base a los experimentos realizados se considera que M3

y MM3no diferirían en cuanto a su sensibilidad a los linfocitos

T y por ende estas células no jugarian un papel esencial en la

regulación del desarrollo metastáSico ni justificarían la
diferente capacidad metastatizante de las líneas tumorales en
estudio. Otros autores han observado resultados similares a los

aquí obtenidos pero siempre utilizando tumores murinos

singeneicos de poca o nula inmunogenicidad detectable (2, 3, 41,

64), mientras que con varios tumores fuertemente inmunogénicos

los linfocitos T parecían tener una importante función en 1a

regulación de las metástasis (2, 3, 33, 41, 42).
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Si bien hay sugerencias' de que los anticuerpos pueden ser

responsables de la inhibición del desarrollo delas metástasis en

algunos sistemas (152) en general suele decirse que la respuesta

inmune humoral no es de gran importancia para impedir el

crecimiento tumoral (176). Se ensayo' inmunofluorescencia con

sueros de portadores de M3 y MM3, y de ratones sujetos a

protocolos de inmunización en los que M3 y MM3 no habían

crecido, con el fin de averiguar si existían anticuerpos que se

asociaran con componentes de la membranacelular de uno de los

dos tumores. De estar presentes dichos anticuerpos y de tener

alguna importancia en la regulación de las metástasis, ellos

podrían cumplir funciones efectoras, en cuyo caso lo mas logico

sería haberlos hallado asociados a células M3; o incluso

facilitadoras del crecimiento metastásico (anticuerpos

bloqueantes) (92), encontrándoselos sobre células MMB.Los

resultados obtenidos indicaron que tampoco los 'anticuerpos

podrían explicar la diferente capacidad metastasica de ambos

tumores. Sin embargo, pudo observarse a través de los

experimentos de inmunofluorescencia y luego de formacion de

rosetas EA, que las células M3poseían un alto porcentaje de

receptores para Fc de inmunoglobulinas, mientras que MM3carecía

totalmente de ellos. Al respecto, diversos autores han hallado

que algunos tumores poseen células con receptores para Fc y han

postulado diversas hipótesis para explicar la vanaJa quo
poseerían las células tumorales con esa característica (107.
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197). Así, podrían neutralizar anticuerpos efectores contra la

célula tumoral fijando su porción Fc o, simplemente, asociando

por esa región anticuerpos que enmascararían a los antígenos

tumor-específicos; podrían estimular el crecimiento tumoral;
podrían activar células supresoras; o podrían desprenderse y
alterar la regulación de las respuestas inmunes (107, 197).

Schirrmacher (166) ha visto un caso en el que un linfoma T no

metastasico expresaba poca cantidad de receptores para Fc,

mientras que su variante metastásica poseía un alto porcentaje
de dichos receptores. En dicho modelo no se ha establecido una

relación causal entre el fenotipo positivo para receptores para
Fc y el potencial metastásico. En base a los resultados tan

extremos de M3y MMS,a pesar de ser opuestos a los obtenidos

por Schirrmacher, no se puede descartar que la presencia de

receptores para Fc no este asociado de alguna manera con el

potencial metastásico en el modeloen estudio, si bien hasta el

momentono se ha hallado una explicación satisfactoria para
ello.

Muchos consideran que mecanismos inmunes inespecíficos como

el mediado por células NK serian de gran importancia en el

control de las metástasis (20, 87, 184). Para probar esta

hipótesis lo ideal hubiera sido utilizar animales genéticamente

NK-privos, pero lamentablemente, aún no existe una cepa con

estas características en la cual pueda transplantarse M3 o MMB

sin que sean rechazados inmunológicamente por
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hísto-incompatibilidad. Si bien puede obtenerse una deplecion

crónica de NKmediante la implantacion subcutanea de tubos de

silastic conteniendo P-estradiol (187), se consideró que no era
lo apropiado en este caso por tratarse de adenocarcinomas

mamarios sobre los cuales podría actuar la normona. Otra opción

para poder evaluar 1a importancia de las células NK sobre las

"metástasis espontáneas" hubiese sido la inoculación cronica de

drogas depresoras o exacerbadoras de la funcion NK. Pero, se

consideró que, si bien las "metástasis experimentales” no

representan al fenómenometastásico en su totalidad, a traves de

ellas se podía evaluar la sensibilidad a NK de M3 y MMB"in

vivo". Conese objeto se inyectaron e.v. las células tumorales
en ratones nude con diferente nivel NK en el momento de la

inoculación. A pesar del tan generalizado concepto de que las
células NKactuan en la destrucción de las células tumorales en

circulación, previniendo de esta manera el desarrollo

metastásico (16, 17), M3y MMBno han mostrado ser sensibles a

la actividad NKde tal manera que dichas células no jugarían un

papel importante en el control de las metástasis en el modelo en

estudio y, por lo tanto, no justificarían el diferente potencial
metastásico de M3y MM3.Los resultados obtenidos son similares

a los de Fodstad y col. (65), quienes plantean que en muchos

trabajos que apoyan la importancia de las NK, no se ha estudiado

bien la depresión selectiva de dichas células y por lo tanto los

resultados podrían deberse a otras alteraciones inmunes no

buscadas. Es importante entonces, no sobredimensionar la
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importancia de las NKen el control de las metástasis, ya que no
se trata de un sistema que sea efectivo en todos los casos. Por

otra parte no hay que atribuir a las NKsólo una acción frente a
las células tumorales en circulación, dado que, recientemente,

se ha observado accion NKen ciertos organos blancos como pulmón

e higado, que parece inhibir la formacion de metástasis en

algunos sistemas experimentales (196).

Otro mecanismo inmune inespecifico al cual se le ha dado

mucha importancia son los macrófagos. Al respecto en esta Tesis

se ha evaluado la sensibilidad "in vivo” de M3 y MM3.

Nuevamente, debido a la no existencia de una cepa singeneica con

los tumores con deplecion macrofagica cronica, se ha utilizado

el ensayo de "metástasis experimentales" en ratones inoculados

previamente con silica, que es un tóxico macrofágico. Pudo

observarse que ambas lineas tumorales eran sensibles a la acción

de los macrófagos; sin embargo, la sensibilidad en ambos casos

fue muysimilar por lo cual no podria explicarse de esta manera

la diferente capacidad metastásica de M3 y MM3. Diversos

investigadores han asociado 1a depresión macrofágica sistémica

con una incidencia metastásica espontánea (37, 103) y

experimental (53, 123) aumentada, así como también tratamiedbs

exacerbadores de la función macrofagica con inhibición de

metástasis (53, 119). Reading y col. (154) han visto que la

supresión de la función macrofágica "in vivo" aumenta el

potencial maligno de una linea parental poco metastásica, pero
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no tiene efecto sobre sublíneas altamente metastásicas. Por otro

lado, se ha visto que macrófagos provenientes de ratones

tratados con Tioglicolato pueden aumentar la formación de

metástasis (79, 80), lo cual se deberia fundamentalmente a las

reacciones inflamatorias que producen y tal vez por supresioñ de

1a actividad NK(80). Pero, sin duda los macrófagos pueden

llegar a ser un importante mecanismo de control de las

metástasis e incluso de erradicación de tumores secundarios ya

establecidos provenientes de neoplasias primarias subcutaneas,

comose ha visto a traves del uso de activadores macrofagicos

encapsulados en liposomas (54).

En resumen, a través de los estudios realizados se podría

concluir que el sistema inmunológico del huésped no actuaría en

forma diferente frente a M3 o MMB, como para justificar el

distinto comportamientometastásico. Los estudios histológicos

realizados en un gran número de cortes de los tumores primarios

y de las metástasis confirmarían la anterior conclusion, al

menos a nivel de inmunidad celular local, por la ausencia de

infiltración intratumoral o peritumoral por parte de células
linfoides del huésped.

Una de las diferencias más notorias entre M3y MMS, que se

ve perfectamente al observar la cinética de crecimiento tumoral

de ambos, es la velocidad de crecimiento y la sobrevida del

huésped. El tumor parental M3crece mucho mas rápido y mata al
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portador en menos tiempo que la sublínea MMB. Este diferente

crecimiento tumoral podría deberse a una distinta frecuencia de

mitosis, a una diferente proporción de células vivas con

potencialidad para dividirse (por ejemplo por un porcentaje de
necrosis relativo distinto), o a ambas' cosas. El estudio

histológico de ambostumores mostró una frecuencia de mitosis

por campo mayor en M3 que en MM3,y un porcentaje de necrosis

relativo mayor en el tumor primario MM3 que en el M3; ambas

cosas justificarían el más rapido crecimiento del tumor parental
M3.Si bien en clínica suele decirse que las neoplasias malignas

de crecimiento más veloz suelen ser más metastatizantes (por

ejemplo, el linfoma de Burkitt en los niños) (165), quizás para

poder establecer una correlación entre velocidad de crecimiento

y metástasis en cada tumor en particular, habría que analizar el

efecto producido sobre el patrón metastásico por la alteración

de la frecuencia mitótica en dicho tumor, lo que es muy dificil

de realizar. Muyrecientemente en el modelo murino B16 se ha

logrado, mediante restricción calórica, una tasa de crecimiento

tumoral menor; en ese caso, al igual que con M3 y MM3, se

observó que junto con una menor velocidad del crecimiento del

primario se observaba un mayor número de metástasis (46). La

mayoría de los cánceres de animales de laboratorio no dan

metástasis (163), lo cual se cree que podría deberse a la corta

sobrevida de los portadores. En base a ello se penso' que M3

necesitaría tiempo para poder llegar a dar metastasis, ventaja

que sí tendría MM3por la mayor sobrevida de sus portadores. Se
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ha intentado prolongar 1a sobrevida de portadores de M3 por
diferente métodos (inyecciones intratumorales con el

antimitótico colchicina, reducción de masa tumoral viva a través

de la inoculación intratumoral de solución fisiológica a 100 °C,

extirpación quirúrgica parcial, extirpacioñ total y transplante
en flanco contralateral), sin obtener ekito en ninguno de los

casos. A pesar de ello, puede decirse que, si bien una

prolongación de la sobrevida puede favorecer la manifestación de

las metástasis, no es esencial. En efecto, como se verá más

adelante, se pueden producir metástasis en el corto período de

sobrevida de los portadores de M3.

Es sabido que 1a intensidad de la resistencia concomitante

es proporcional al volumen tumoral del primer implante (74,

159). El hecho de que M3alcance un volumen tumoral subcutáneo

mayor que MMSen igual tiempo, y que el primero sea poco o nada

metastásico, hizo sospechar que un mecanismo de resistencia

concomitante pudiese ser responsable del diferente número de

metástasis, o implantes secundarios naturales, en ambos

adenocarcinomas. En diversos trabajos se ha dicho que la

extirpación quirúrgica del tumor primario a menudo es seguida

por una recurrencia metastásica (30, 73, 164) y que ello no
I . . . . z . . ISBI‘la consecuen01a de una disemina01on durante la intervenCIOn
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quirúrgica (105), sino de la desaparición de la resistencia
concomitante generada por el tumor primario (73). Seria

interesante comprobarsi en lineas tumorales relacionadas pero
con diferente capacidad metastasica, la resistencia concomitante

juega un papel importante. Con ese objeto se evaluo' 1a

resistencia concomitante de portadores de M3o MMSs.c. frente a

inyecciones endovenosas de ambos tumores. A traves de este

ensayo de metástasis experimentales pudo observarse que M3 era

capaz de generar resistencia concomitante frente a si mismoy a

su variante metastásica. MMBno era capaz de generar resistencia

concomitante pero si era sensible al fenomeno, al menos en estas

condiciones. Con respecto a 1a ausencia de resistencia

concomitante de MM3cabe aclarar que el contaje de nódulos

metastásicos fue realizado entre los días 32 y 40 de crecimiento

tumoral, de tal manera que las metástasis formadas a partir del

tumor primario eran despreciables, ya que por la cinética de

aparicion de metástasis espontáneas, éstas comenzaban a

manifestarse recien al día 45. Estos resultados fueron

presentados en la XXX Reunión de la Sociedad Argentina de

Investigación Clínica (17) simultaneamente con los de otro grupo

de investigadores (del Instituto de Oncología) (114) que

tuvieron resultados casi iguales, ya que la única diferencia

radicó en que en sus ratones MM3presentaba una ligera
"inmunidad concomitante“.
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En nuestro laboratorio hemos investigado el fenómeno de

resistencia concomitante en diferentes tumores murinos de no

detectable inmunogenicidad (159). En dichos modelos observamos,

entre otras cosas, que el fenómeno no estaba mediado por

reacciones inmunes dependientes de linfocitos T o macrófagos,

que tenia cierto grado de inespecificidad y que involucraba
algún tipo de citostasis, y no de citolisis, del implante
tumoral secundario (159). Por otra parte hemos detectado

actividad antimitótica en el suero de portadores de tumor que

parecería correlacionarse con el fenómeno de resistencia

concomitante (160). Recientemente, mediante estudios

histológicos, hemosvisto que no habia una 'participacioh local

de células linfoides del huésped en el tumor sujeto a

resistencia concomitante, y que allí la frecuencia mitótica
estaba disminuida (125). Con el objeto de evaluar si la
resistencia concomitante de M3se manifestaba en forma similar a

la observada en otros modelos tumorales de nuestro laboratorio,

se realizó el análisis histológico de las metástasis originadas
por la inoculación e.v. de células tumorales en portadores de M3

s.c., de MM3szc. y en ratones normales. En los pocos nódulos

metastásicos "experimentales" que se desarrollaron en ratones

portadores de un tumor primario M3s.c. se observo' una menor

frecuencia mitótica con respecto a la observado en portadores de

un tumor primario MM3s.c. o de controles, repitiéndose en

cierta manera los resultados previamente vistos en otros

sistemas (125, 159). En ninguno de los tres casos se observaron
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elementos linfoides infiltrantes del huésped en los crecimientos
metastásicos. Diversos autores han estudiado la resistencia de

huespedes portadores de tumores a desafíos endovenosos de

células tumorales, observando en algunos casos la presencia de

resistencia concomitante (127, 151, 193), en otros la

exacerbacidh del numero de metástasis artificiales (7), o

incluso ambas cosas, dependiendo del tamaño del tumor primario

(102). Esto indícaría que, dependiendo del modelo tumoral

utilizado, los resultados obtenidos pueden diferir, dado que

habría tumores capaces de ejercer resistencia concomitante y

otros no. Volviendo al modelo M3-MM3podría decirse que la

ausencia de resistencia concomitante en portadores de MM3sería

responsable, al menosen parte, del diferente patrón metastasico
observado con ambos tumores,y que ese fenómeno no se explicaría

por la participación local de elementos celulares linfoides del

huésped y que se vería mediado a traves de un mecanismo que

podría actuar inhibíendo la proliferación celular.

Otro aspecto que llamó 1a atención fue el diferente

porcentaje de necrosis contenido en los tumores primarios de M3

y MMS,así comosu distinta consistencia y distribución nspecto

de areas no necróticas. Se quiso evaluar entonces, si existía

alguna correlacion entre esas observaciones y 1a diferente

capacidad metstatizante en ambos tumores. Con ese objeto se

inocularon intratumoralmente con extractos de material necrótico

de M3 y MM3a portadons de M3 s.c., observándose que en ambos



125

casos aumentaba el número de metástasis pulmonares. Es

interesante señalar que este resultado se observo” sin que se

alterase 1a sobrevida de los portadores de M3. El hecho de que

en uno de los experimentos la inoculación intratumoral de SF

condujese a 1a aparicion de unas pocas metástasis, sugirio' que

1a mera inoculación del líquido dentro del tumor podía favorecer

1a movilización y desprendimiento de algunas células y en

consecuencia la aparición de metástasis en un tumor que nunca

metastatizó en nuestra cepa de ratones. Más aún, la solucion

fisiológica a 100°Cno provoco un mayor número de metástasis, lo

que podría deberse a la necrosis coagulativa originada que

impediría una mayor liberación de células. Éstos leves indicios

me llevaron a pensar en la posibilidad de que los extractos

favorecían el desprendimientocelular y finalmente la aparición

de metástasis. Si bien, en el Instituto de Oncología se ha visto

que la inoculación de extractos solubles de tumor M3en animales

operados de su tumor primario M3, produce una exacerbación de la

incidencia metastásica en la cual se involucra al sistema inmune

(113), no creo que este sea el caso. En primer lugar, la

reiterada inoculación intraperitoneal de los extractos de
material necrótico (posterior a 1a implantación del tumor y

realizada en animales intactos) no condujo a la formacion de

metástasis pulmonares. En segundo lugar, en los experimentos

realizados "in vitro", comose verá’en seguida, los extractos de

material necrótico también ejercieron una accion sobre

fragmentos del tumor primario M3, no pudiendo postularse en ese
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caso al sistema inmune del huésped como responsable de la

actividad observada.

Conel objeto de evaluar la accion de los extractos de

material necrótico sobre el desprendimiento celular, ellos se

incubaron "in vitro" con fragmentos de M3. Se vio que dichos

extractos favorecían el desprendimiento celular, y que ademas,

1a liberación celular espontánea a partir de fragmentos de MM3

era mayor aún sin tratamiento. Ahora se sabía cuál era la acción

de los extractos de material necrótico "in vitro" sobre M3,

pero: ese mayor desprendimiento celular, por acción de los

extractos, también ocurría en el tratamiento "in vivo" ?. Se

trató de contestar a esa pregunta observando ahora el

desprendimiento celular espontáneo "in vitro” de fragmentos de
M3tratados "in vivo" con extractos de material necrótico de

MM3,y que en el animal producían metástasis . Pudo verse en ese

caso que 1a liberación celular estaba aumentada (en forma

similar al M3tratado con extracto "in vitro“), de tal manera

que el extracto parecía actuar "in vivo" favoreciendo el

desprendimiento celular, lo que aumentaría 1a probabilidad de

dar metástasis. Este efecto no se vio "in vitro" con fragmentos

de M3tratados con solución fisiológica "in vivo". Además, el

tratamiento "in vitro" de MM3con extracto no pudo aumentar el

número de células desprendidas respecto del control, como si MM3

estuviese en una condición cercana a la de su máximaposibilidad

de liberar celulas.
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En base a los resultados obtenidos se cree que en los

extractos de material necrótico analizados podría existir alguna
actividad enzimática que al debilitar las uniones intercelulares
en el tumor primario favoreceria el desprendimiento celular.

Weiss (192) que ha obtenido resultados "in vitro" similares a

los aquí hallados, aunque con tumores alogeneicos, ha detectado

la presencia de enzimas lisosomales en los extractos necróticos

(193). Esto podría ser análogo al fenomeno de "autolisis

subletal", en el cual la liberación de enzimas lisosomales

podría modificar la membrana de las células sin llegar a

injuriarlas, pero alterando la cohesión y adhesividad celulares

(142). Por otra parte, se hallaron otras enzimas que también

podrían favorecer el desprendimiento celular como proteasas

neutras, aminopeptidasas, prolina hidroxilosa, y colagenasa, en
regiones necróticas de tumores (132, 134). Si bien Weiss ha

correlacionado la necrosis tumoral con el desprendimiento

celular "in vitro", el resultado obtenido mediante el

tratamiento intratumoral con extractos de material necrótico en

portadores de M3, seria la primera confirmación de que la

actividad se mantiene "in vivo" y de que podría favorecer la
aparición de metastasis.

Habiendo establecido que ambos extractos de material

necrótico favorecían el desprendimiento celular, quedaba por
contestar si a traves de ello se podía explicar el diferente
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potencial metastásico de M3 y MM3. En base a1 cálculo del

porcentaje relativo de necrosis por peso, se había observado que

MM3poseía, en relación a la masa tumoral primaria, mucho más

necrosis que M3. Por otro lado, a través del estudio

histológico, se había visto que la distribucioh de 1a necrosis
era diferente en ambos tumores: en M3 era sólo central y

separada del área no necrótica, mientras que en MM3 se

alternaban áreas necróticas y no necróticas. Weiss habia visto

que el desprendimiento celular era mayor en las regiones vecinas

a la necrosis que en aquellas alejadas unos pocos milímetros

hacia 1a periferia (192, 195). Dado que en M3 el espesor del

anillo externo de células vivas era mayor due en el tumor MM3,el

material necrótico, que a su vez se halla en menor cantidad,

poco podría afectar a las células mas periféricas capaces de

diseminarse. En MM3en cambio, debido a la existencia de un

anillo periférico de células vivas masdelgado, la sustancia que

favorecería el desprendimiento celular se difundiría desde el

área necrótica alcanzando con mayor facilidad la región

periférica del tumor. Por otro lado, MM3posee en total mas

"sustancia" necrótica, y además toda area no necrótica esta
habitualmente rodeada por varias áreas necroticas, de tal manera

que las "sustancias" necróticas llegan a areas no necróticas

desde distintas zonas sumandoasi su actividad. Ademas, en los

experimentos "in vitro", se ha visto que la liberación celular

espontánea de MMSes mayor que M3, lo que podría deberse a que

los fragmentos aparentemente no necróticos de MM3tuviesen
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pequeñas zonas necroticas alternadas no detectables a simple
vista, que ya estuviesen actuando sobre la liberación celular.
Podría ocurrir también que las células MM3tuviesen uniones

intercelulares más labiles que M3. Tanto en M3 como en MM3 se

observó liberación celular con un gran porcentaje de células

muertas. Pero en el primer tumor era tan bajo el

desprendimiento que 1a posibilidad de hallar células vivas era

baja, mientras que en MMB,debido al mayor número desprendido,

la probabilidad era mayor. Otra observacion interesante era que

en MM3las células vivas desprendidas "in vitro" solían

constituir 1a región central de un émbolo con un gran número de
células muertas, mientras que en M3las celulas vivas, por lo

general, se hallaban aisladas y por lo tanto más susceptibles a

cualquier ataque por parte del huésped. En conclusión, en base a
los estudios "in vivo" e "in vitro" realizados con extractos de

material necrótico, y a los análisis histológicos y de

porcentajes de necrosis, puede decirse que el diferente

potencial metastásico de M3 y MM3podría explicarse por la

diferente cantidad y disposición de la sustancia necrótica, que
sería 1a fuente de “sustancias” que favorecen el desprendimiento

celular; sin descartar también 1a posibilidad de que posean
uniones intercelulares con diferente "fuerza".

Queda por ver cuál es la relacion entre "sustancia"

necrótica, resistencia concomitante y metástasis. Puede la

resistencia concomitante generada por M3actuar aún en presencia
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de un "factor" que favorezca el desprendimiento celular y 1as

metástasis ?. En portadores de M3 inoculados intratumoralmente

con extracto de material necrótico de MM3se observó un número

de metástasis artificiales significativamente menorque en los

controles. Además,si se restaban las metástasis inducidas por

la inoculaoion intratumoral del material necrótico, se observaba

que la resistencia concomitante a un inoculo endovenoso de

células tumorales, permanecía inalterada en los portadores de

M3. En base a ello se podría suponer que las pocas células

liberadas espontánemanete de tumores M3podrían, a su vez, ser

controladas por el fenómenode resistencia concomitante.

Comose ha descripto a1 comienzo de esta Tesis para que una

célula cancerosa llegue a conformar una metástasis debe

atravesar una serie de pasos, saliendo indemne de cada uno de

ellos. En general, hoy se cree que para que ello ocurra, habria

dentro del tumor primario células con propiedades especiales que
las convierten en células con capacidad metastásica. El uso de

modelos como el de M3y MM3sería de gran utilidad para evaluar

aquellos factores que determinan la aparicion de metástasis a
. f z _partir de una linea parental poco metasta81ca.

Los resultados aquí obtenidos explicarian la diferente

capacidad metastatizante de M3y MM3cuando crece en la cepa

BALBde nuestro bioterio. No se descartan otros mecanismos

adicionales sugeridos por otros autores (9, 25, 26, 29, 153). Es
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posible que los factores aquí actuantes puedan tener importancia

en la generación de metástasis en tumores humanos. Con relación

a ello sería importante poder reconocer de alguna manera

aquellas neoplasias capaces de generar resistencia concomitante
de aquellas que no 1a generan para poder llegar a predecir en

qué casos la extirpación quirúrgica no sería aconsejable por 1a

posible exacerbación del número de focos metastásicos. Con

respecto a la necrosis tumoral, habría que tener en cuenta que

la muerte celular, siempre inferior al 100 %, obtenida por

quimioterapia o radioterapia, podría causar a su vez una

diseminación celular relacionada con la necrosis. Al respecto se
ha visto que el tratamiento "in vitro" con antimetabolitos

facilita el desprendimiento de las células tumorales (195).

A traves del desarrollo de esta Tesis, se llegd' a la

conclusión de que 1a diferente capacidad metastatizante de M3 y

MMS,si bien podría atribuirse a un gran número de factores, se

debería fundamentalmente a la diferencia en .resistencia

concomitante inducida por ambos tumores, así comotambién a la

diferente cantidad y distribución del material necrótico

presente en los tumores primarios, que sería responsable de un

aumentoen el desprendimiento celular.
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RESUMEN

Se ha utilizado un modelo experimental en el raton BALB que

consiste en comparar dos carcinomas mamarios con diferente

capacidad metastatizante en pulmón: el tumor M3, que surgió

espontáneamente en una hembra BALBen el Instituto de Oncología,

posee bajo poder metastasico; el MMB,seleccionado a partir del

primero, es altamente metastatizante. El objetivo de esta Tesis

fue analizar diferentes factores que pudiesen de alguna manera

explicar la distinta capacidad metastásica de ambostumores.

Los resultados obtenidos indican que M3 y MM3 poseen una

similar baja inmunogenicidady que ni los linfocitos T, las

celulas NK, los macrófagos o los anticuerpos actuan de manera

diferencial sobre los mismoscomopara justificar sus diferentes
patrones metastasicos. Sin embargo, se ha observado una alta

frecuencia de receptores para Fc de inmunoglobulinas en M3y una

ausencia total de ellos en MM3;si bien esta diferencia tan

notoria podría tener alguna relacion con el potencial
metastásico, no se ha hallado aun una explicación satisfactoria.

Se ha analizado 1a resistencia concomitante inducida por ambos

tumores frente a inoculos secundarios endovenosos, observándose

en M3una fuerte resistencia concomitante que MM3no mostro: El
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El analisis histológico de ambos tumores muestra que la
resistencia concomitante no estaría mediada por células

linfoides del huésped, a1 menos localmente, y que actuaría

retardando el crecimiento de las células tumorales establecidas

en el pulmón. Por otro lado se observó en MM3una mayor necrosis

tumoral respecto de M3y una distribución en forma alternada con

areas no necróticas. El tratamiento de M3 con extractos de

material necrotico condujo a la formacioh de metástasis

espontáneas, que nunca se observaron en los'controles, y a un

mayor desprendimiento celular "in vitro“. En MM3los extractos

de material necrotico no aumentaron 1a liberacion celular “in

vitro", por lo que se postula que en dicho tumor ésta sería
makima.

En base a los resultados obtenidos se concluye que, la

presencia de algún factor en las areas necróticas faVorecería el

desprendimiento celular a partir del tumor primario y luego las

metástasis. Por otra parte, se considera que la resistencia
concomitante podría ser importante en el control de las

metástasis en ratones con M3 s.c. Así, MMSdaría metastasis

debido a su menor resistencia concomitante y a su mayor

desprendimiento celular.
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regiones no necroticas y poseían un tamaño similar (aprox. 0,5
cc.)

(b) = En cada uno de los pocillos experimentales la mitad del

volumencorrespondía al extracto y 1a otra mitad a solución

fisiológica. La dosis mayor del extracto de MMSposeía 3,4 mg

proteínas /ml, mientras que la mayor de M3poseía 3,7 mg/ml. En

amboscasos las dosis menores estaban diluídas a 1a mitad.

Según test U de Mann-Whitney: A vs E: p: 0,002; B vs E: p< 0,05;

C vs E: p< 0,01; D vs E: p: 0,01; B vs F: p=0,01; C vs F: p:

0,05; D vs F: p: 0,01; E vs F: p: 0,01.
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