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ABREVIATURAS

SRE: Sistema reticulo endotelial.
ILI: Interleuquina l.
|L2: lnterIquuina 2.
MIF: Factor de inhibición de la migración de macróFagos.
TNF: Factor necrótico tumoral.
lFN: Interferón.
BCGF: Factor de crecimiento de las células B.

ETB: Ratones portadores de tumor chico.

ATB: Ratones portadores de tumor grande.

ETR: Ratones ex-portadores de tumor chico.
ATR: Ratones ex-portadores de tumor grande.
BN: Ratones normales.

So: Sobrenadantes de esplenocitos.
SFB: Suero Fetal bovino.
s.c.: Subcútáneo.
i.p.: Intra peritoneal.
FE: Factor exacerbador.
SoSl3: Sobrenadante de células tumorales SI3.
ExSI3: Extracto de tejido tumoral S|3
ExON: Extracto de órganos normales
anti thy: Suero contra linfocitos thy|,2
C': Complemento.
PBS: Buffer FosFato salina pH: 7,2.
Vo: Volumen muerto.
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PM:

FI:

F2:

F3:

LlA:

S-LIA:

MCA:
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ECGF:

EGF:

TGF:

PDGF:

TAF:

Ag:

Ab:

CIC:

PEG:

Fc:

ADO

FN:

ME:

450:

Volumentotal.
Kilo Dalton.
Peso molecular.

Primer Fracción proteica que eluye de una columna de
Sephadex G-IOO con el Vo.

Segunda Fracción que eluye de la columna de Sephadex

G-IOOcon muy bajo contenido proteico.

Tercer Fracción proteica que eluye de la columna de
Sephadex G-lOO.

Angiogénesis inducida por linFocitos.
Angiogénesis inducida por linfocitos singeneicos.
Membranacorioalantoidea de embrión de pollo.
Fibroblastos growth Factor.
Factores de crecimiento de células endoteliales.
Factor de crecimiento epidérmico.
Factores de crecimiento transFormantes.

Factor de crecimiento de plaquetas.
Factor angiogénico tumoral.
Antfgeno.
Anticuerpo.
Complejos inmunes circulantes.
Polietilén glicol.
Fracción cristalizable de las lg.
DiFerencia de densidades ópticas a 450 nm.

Fibronectina.
Matriz extracelular.



TEF: Factor de exaltación de transformación.
K: Constante de disociación.

Anti-SoBN: Suero inmune en conejo contra el SoBN.

Anti-SoETB: Suero inmune en conejo contra el SoETB.

Anti-SoATB: Suero inmune en conejo contra el SoATB.

SCN: Suero de conejo normal.

CFA: Coadyuvante completo de Freund
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La mayoria de los tumores producen respuestas inmunes
especificas en huespedes singeneicos (Hellstrom,|978) pero a
pesar de esto no son rechazados por el animal portador. Simul
táneamente con la progresión del tumor, ocurren en el hueSped

cambios que modifican la respuesta inmune (Wang |980, Fujimg
to |976 a , Manor |976) y muchas veces no son suficientes pa

ra provocar el rechazo tumoral.
La razón por la cual un tumor no es rechazado se debe

a Factores propios del tumor y a otros del huesped.

¿Existe una inmunidad antitumoral?
Ya en l908 Paul Ehrlich postuló que las células tumg

rales aparecen Frecuentemente en el organismo, pero debido a
cambios en su superficie son reconocidas y eliminadas por el
sistema inmune(Ehrlich, |957).

Cinco años más tarde Lewis Thomas confirma además que

Ia evolución de la inmunidad mediada por células es la reSpOQ
sable de la vigilancia inmunológica hacia nuevas neoplasias.

La hipótesis de la vigilancia inmunológica tiene una
validez general ya que en huespedes con tumores se ha demos
trado tanto inmunidad humoral comocelular hacia los antígenos
tumorales (Prehn, |957; Hewitt, |976; Huber |980). Pero una
vigilancia inmunológica eficaz puede depender del tamaño del
inóculo, comose ha observado en modelos experimentales.

El sistema inmune está en condición de manejar a ve

ces un pequeño número de células tumorales pero no un gran ¡ná
culo.



En los casos en los cuales Funciona la "inmunidad con
. u . . . . . . .comitante el Sistema inmune es capaz de inhibir el crecnmieg

to de las metástasis pero no es suficiente para rechazar al
tumor primario de mayor tamaño (Gorelik, l979; Miner, l983)

¿ Cual es el mecanismo de escape que impide al sistema
inmunológico Funcionar en el portador de tumor ?

Vamosa señalar algunos de los Fenómenos conocidos

que impiden que la vigilancia inmunológica sea efectiva.

|.l. Tolerancia inmunológica

Este fenómenose manifiesta principalmente en indivL
duos con un sistema inmunológico inmaduro, pero puede darse
también en ciertas condiciones en individuos adultos.

Si animales neonatos son inoculados con células tumg
rales o altas dosis de antígenos asociados al tumor, se ObSCE
va que Frente a un desafio antigénico el animal es incapaz de
reSponder. Este Fenómenode no reSpuesta hacia el tumor con
el cual Fue inoculado primeramente es la tolerancia inmunoló
gica. El animal es tolerante en una Forma eSpeciFica ya que

si es desafiado con otro tumor con el cual no comparta antigg
nos, es capaz de reSponder (Nossal |983). De modo que existe
una respuesta inmune negativa hacia el tumor para el cual se
desarrolló la tolerancia y de esta Formaescapa del control
inmune.
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|.2. Inmunoselección

Es un Fenómeno dinámico que ocurre como consecuencia
de la conocida heterogeneidad de un tumor primario.

Los tumores tienen distintas poblaciones celulares
que van desde variantes antigénicas hasta no antigénicas.

El sistema inmune responde eliminando primero a
las células más antigénicas. Asi el tumor va creciendo con
predominio de células poco o nada antigénicas, modificando en
consecuencia la reSpuesta del sistema inmunehacia el.

El sistema inmune no induce cambios antigénicos en

el tumor sino que selecciona a una población que se modificó
independientemente (Prehn, |970; Byers, |977).

l.3. Modulaciónantiqénica

La modulación antigénica Fue demostrada y ampliamen
te estudiada en dos leucemias murinas.

Leucemiastimicas inducidas por virus en ratones, el
presan el antígeno TL. Cuandoestas células se transfieren a

. Íratones inmunes para el antigeno TL, se observa que el tumor
crece progresivamente.

Estudios sobre estas células tumorales mostraron que
ya no expresaban dicho antígeno.

Los ensayos in vitro demostraron el mismo fenómeno,
pero además se observó que cuando se eliminabnn los anticuer



pos eSpecificos del medio de cultivo el antígeno TL se expresa
ba nuevamente en la superficie de las células Icucémicas.

Las moléculas de inmunoglobulinas en la superficie de
linfocitos B normales o leucémicos sufren la misma modulación

antigénica. En este caso se ha demostrado que las moléculas
Ison removidos de la superficie por un fenómeno de 'capping" en

presencia de IgG y una posterior endocitosís (Boyse, |969).

l.4. Inmunosupresión

Hay varias formas de inducir inmunosupresión. La más
común en el ser humano es la ocasionada por el tratamiento con
agentes antitumorales.

Tanto las radiaciones ionizantes como las drogas'anti
tumorales inducen supresión, mediada en parte por la destruc
ción de células del sistema inmune.

En algunos canceres es el propio tumor el inductor de

supresión. Un ejemplo clásico es la enfermedad de Hodgkin.
Los pacientes portadores de este linfoma tienen disminuida la
inmunidad mediada por células y son asi suceptibles a diversas
infecciones comotuberculosis o herpes.

Por último, las células pueden estar infectadas con

virus, que Son productores de la inmunosupresión. Dos ejemplos
muy comunes son el virus de la lactico deshidrogenasa (LDV) en
el ratón y el citomeaalovirus (CMV)en el hombre (Isakov, |98|)
(Mc Donald, |983).



La inmunosupresión es consecuencia de la inducción de

células supresoras (Padarathsingh, l979; Ting, l979; Ting,
|982). En los últimos años se han descripto varios mecanismos
supresores en diversos sistemas (Shoul, ¡980; Takei, l982).

Las supresión de un amplio eSpectro de la reSpuesta
inmunepuede ocurrir por diversos caminos incluyendo células
supresores y Factores solubles supresores (Venkataraman,l980;
Wang, l982). Estos factores supresores han sido indentiFica
dos en el suero de postadores de tumor en modelos humanos ex

perimentales (Cafruny, |984, Kumrn, |98|; Koppi,l984 a y b;
Dewhirst, |985) y en extractos de tejidos tumorales (Wang,
l982; Werkmeister, l980, Yamagishi, |980)

l.5. Exacerbación inmunológica

En algunos casos se ha observado que animales inmuni
zados con extractos de tumores alogeneicos permiten el creci
miento del tumor mientras que éste es rechazado en animales
no inmunes.

Esta exacerbación inmunológica puede ser transferida
pasivamente por suero de animales inmunizados (Hellstróm, |974;
Kaliss, |957).

El suero de estos animales podria actuar b|0queando
la función efectora. Asi se ha demostrado exacerbación tumo
ral cuando Se inoculan células tumorales recubiertas con es
tos anticuerpos.



Estos resultados sugieren que hay un bloqueo del me
canismo o alternativamente, los anticuerpos podrian inducir
la maduración antigénica en la célula tumoral.

Algunos experimentos in vitro han mostrado la existen
cía de factores bloqueantes. Por ejemplo células tumorales
pueden ser lisadas por linfocitos de animales portadores de tu
mor, pero este efecto es anulado por el suero del animal por
tador en forma eSpeCiFica (Snyderman, |977; Esparza, l983).

Estos resultados pueden ser explicados por la presencia de ag
ticuerpos que bl0quean los determinantes antigónicos de la cg
lula tumoral, impidiendo asi el ataque celular.

En algunos casos tanto la tolerancia como la exacer

bación inmunológica son el evento dominante dando como resul
tado la inhibición de la reSpuesta inmune.

l.6. lnmunoestimulación.

En la década del cincuenta se sugirió por primera

vez que la respuesta inmune hacia tumores podia aumentar su
crecimiento (Prehn, |972).

Ni el tipo de anticuerpo, ni el tipo de célula res
ponsable es aún bien conocida.

La inmunoestimulación podria involucrar interaccio
nes entre determinantes celulares que normalmente controlan
la proliferación, pero el verdadero mecanismoes aún poco clg
P0.
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Los mecanismos mencionados nos explicaman la supre

sión o bloqueo del sistema inmune dando como resultado una
exacerbación tumoral en el huesped.

Tanto la exacerbación inmunológica como la inmuoes

timulación son dos mecanismos que aún no han sido bien aclara
dos. En el presente trabajo de Tesis concentraremos nuestra
atención principalmente hacia el punto de la inmunoestimula

|.7. Objetivo

La exacerbación del crecimiento tumoral fue atribui

da a diversos mecanismosentre los cuales los Factores esplé
nicos tienen un rol importante, sin embargo su mecanismo de
acción no ha sido muyestudiado.

En esta tesis nos proponemos aclarar algunos puntos
de este Fenómeno. Queremos estudiar el mecanismo intimo de

exacerbación eSpIénica, entonces nos proponemoscaracterizar
las poblaciones que intervienen y cuales son los Factores que
regulan esta actividad

l.7.|. Exacerbación del crecimiento tumoralgpor factores
esplénicos.

Treves y colaboradores (Treves, |976) informaron que
en etapas tempranas del crecimiento tumoral, los eSpIenocitos



del huespcd eran capaces de inhibir el crecimiento tumoral
cuando se coinoculan junto con las células tumorales. A me
dida que el tumor progresa, esa actividad inhibitoria desapa
rece y a los |6-I8 dias de evolución, encuentran actividad
exacerbadora del crecimiento tumoral tanto en los esplenocitos
comoen Sobrenadantes de cultivo de ellos.

La exacerbación del crecimiento tumoral fue atribuida

a diversos mecanismos (Isakov, |978).
Sc ha postulado que el bazo tiene un rol regulatorio

importante en la aparición y crecimiento de un tumor, ya que

raramente es un sitio donde aparecen focos metastásicos compa
rado con otros órganos IinFoides (Chang, |977)

Teniendo en cuenta esto, en nuestro laboratorio rea
lizamos cultivos de esplenocitos de ratones portadores de tu
mor. Luego estudiamos el efecto de los sobrenadantes de di
chos cultivos sobre el crecimiento tumoral. Encontramos en

tonces que en dichos sobrenadantes existen Factores que indu
cen una clara exacerbación tumoral (Oisgold-Dagá, |98|). Este
Fenómeno podria incluirse en Io que denominamos mecanismo de
inmunoestimulacíón.

|.7.|.l. Correlación con el tamaño tumoral y efecto de la ciru
gia sobre la producción dc Factores oxacorbadorcs tu
morales:

Teniendo en cuenta los mecanismos antes mencionados
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de inmunoselección y modulación antigénica y habiendo determL
nado que, en medios condicionados por esplenocitos de portadg
res de tumor, hay Factores que Favorecen el crecimiento del

mismotumor: estudiamos la liberación de estos Factores exg
cerbadores en estadios diFerentes de la evolución tumoral y
el eFecto que la cirugia tumoral produce sobre su liberación.

l.7.l.2. Mecanismode liberación de los Factores exacerbadores.

Diversos investigadores encuentran Factores inmunorg
guladores en medios condicionados por células tumorales
(Young, l982; Watanabe, l978).

Por lo tanto podria ocurrir que sean las células tumg
rales las verdaderas responsables de la exacerbación. Ellas
podrian sintetizar Factores que se pegarian luego a linFoci
tos y estos posteriormente lo liberarian en las condiciones
de cultivo.(l5akov, l978). Dadoque este punto es controverti
do estudiamos el mecanismo de inducción de la exacerbación pg
ra establecer si este Fenómenoes una conscuencia del crecimien

to del tejido neoplásico o una secuela de su desarrollo. 0 sea,
dichos Factores son producidos por la célula tumoral o seS

producen como rCSpuesta del huesped al crecimiento tumoral.

l.7.l.3. Población esplenica celular liberadora de Factores
exacerlmdores fumor‘a les .



El bazo es un órgano Formado principlamente por dos

poblaciones linFoideas que son línFocitos B y T (LB, LT).

Hay además entre un 2-3% de macroFagos. Cualquiera de estas
poblaciones celulares por sf Solas pueden se las responsables
de la liberación de Factores exacerbadores. Alternativamente
puede ser necesaria la colaboración entre ellas para obtener
dicho eFecto.

SuSpensiones de esplenocitos con actividad Facilita
dora tumoral Fueron enriquecidos en las distintas poblaciones
para establecer cual de ellas libera Factores exacerbadores.

|.7.l.4. Caracterización parcial de los Factores esplénicos
que exacerban el tumor.

Comoes sabido los IinFocitos son células que se co
munícan entre sf por la liberación de productos solubles.
Principalmente los linFocitos T y los macroFagos liberan me
diadores quimicos llamados linFoquinas. Muchasde ellas se
han descripto en detalle como la interleuquina l y 2 (lL-I,
lL-2) el Factor de inhibición de migración de macroFagos (MIF),
en la actualidad se siguen describiendo más de estos mediado
res biológicos comoel tumor necrosis Factor (TNF), interFerón
(IFN), Factor de crecimiento de células B (BCGF)etc (Dcwhirst,
l985; Ohara, l985, Cochran, |976;Kotho S,l975; Lattime, IQSS).

A pesar de este caudal de inFormación poco se habla
de Factores inmunológicos exacerbadores tumorales.



En este punto del trabajo, caracterízamos parcialmeg
te al factor(es) responsable de la exacerbación tumoral en es
te modelo experimental.

l.7.l.5. Neutralización de la actividad exacerbadora tumoral
Eor antisueros xenogeneicos.

Hemosedcontrado factores exacerbadores tumorales

en sobrenadantes de esplenocitos de portadores de tumor. La
actividad Facilitadora tumoral no Fue detectada en sobrena

dantes de cultivo de eSplenocitos normales (Jasnis, l987).
Esplenocitos de un portador de tumor precoz liberan

en cultivo Factores exacerbadores con un peso molecular alto.
En estadios avanzados del desarrollo tumoral, aparece activi
dad exaccrbadora en dos zonas, una de alto y otra de bajo pe
so molecular (Eijan, l989a). En un intento de modular la ac
tividad exacerbadora, preparamos sueros inmunes xenogeneicos
dirigidos contra SoETB, SoATBy SoBN. Los inmuno sueros se

usaron in vivo para neutralizar la actividad exacerbadora, e
in vitro para estudios de citotoxicidad.

l.7.l.6. Angiogónosisinducida por linfocitos.

Es sabido que la angiogéncsis juega un papel impor
tante en el crecimiento y desarrollo dc tumores (Folkman,l974;
Lanscr, l980). Si bien es un mecanismo necesario para que c6



Iulas competentes lleguen al sitio neoplásico y eliminen a las

células tumorales, se ha observado que en muchos casos Favorg
ce el crecimiento tumoral. Asi por ejemplo melanomas en Su
etapa de crecimiento vascular Son totalmente curables, mien
tras que cuando estan irrigados no sólo crecen más rápidamen
te sino que también desarrollan metástasis a distancia
(Folkman, l987)

Por lo tanto estudiamos en los medios condicionados

por esplenocitos con actividad exacerbadora tumoral, la pre
sencia de factores angiogénicos, su correlación con la exa
cerbación tumoral, asi comotambién las poblaciones celulares
involucradas.

l.7.2. Exacerbación del crecimiento tumoral por Factores
serícos.

Dentro del mecanismo de cxaeerbación inmunológica se
postulan que factores presentes en el suero de los portadores
de tumor, bloquean la respuesta inmune hacia el propio tumor.

Estos factores bloqueantes de la inmunidad darían cg
moresultado una exacerbación tumoral.

Se ha postulado que los anticuerpos especificos para
el tumor asi como también complejos inmunes Formados entre es
tos y antígenos tumorales Serian los reSponsables del b|0queo
de la inmunidad hacia el tumor (Huber, l980; Cafruny, l984,
Kumar, |98|).
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En vista de ello estudiamos los niveles de complejos
inmunes circulantes (CIC) en el suero de animales portadores
de tumor, a distintos tiempos post inóculo tumoral.

Luego de lo cual los CIC Fueron aislados para puriFL
carlos y estudiar su efecto sobre el crecimiento tumoral.

l.7.3. Relación huesped tumor.

Sabemos que no sólo el sistema inmune regula el cre

cimiento tumoral, sino que también el tumor se autoregula con

la liberación de sus propios Factores tales comoFactores trans
formantes y angiogénicos (Anzano, l983; Roberts, |98|; Todaro,
¡980).

Hay que considerar además que el tumor al crecer, ig
vade tejido sano y degrada con sus proteasas a la matriz ex
tracelular y membranasbasales (Garbisa , l980; Liotta, l980;
Mignatti, ¡986).

Comoes sabido una de las principales proteinas de la
membranabasal es Ia fibronectina (FN).

Hace algunos años se ha demostrado que productos de
degradación de la FNtienen actividad transformante (De-Petro,
|98|; Barlati, l983). Dadoque células IinFoideas tienen re
ceptores para esta glicroproteina (Kradin, l986), estudiamos
el efecto de la FNy algunos de sus Fragmentos sobre los linfg
citos normales.

Analizamos si son capaces de inducir exacerbación tu



mor‘al, modificación de los niveles de CIC y/o angiogénesis.
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2.|. Exacerbación del crecimiento tumoral por factores es
plénicos.

2.I.|. Correlación con el tamaño tumoral y efecto de Ia ci
rugia sobre la producción de Factores exacerbadorcs
tumorales.

A pesar de la capacidad del huesped para producir g
na respuesta inmune, los tumores comunmente no son rechaza
dos por éste. No es claro si este crecimiento progresivo del
tumor se debe a antfgenos, anticuerpos o complejos antígeno
anticuerpos b|0queantes de la inmunidad (Hellstron, |978;
Rao, I980; Balawin, |975; Sjbgren, |97l). Álternativamente

pueden intervenir elementossupresores tales comocélulas Iig
Foides (Fujimoto, |97Ó; Hollander, ¡978), macrófagos (Ting,
|982) o posiblemente el tumor por sf mismo (Cheung, |979;

Isakov, |978; Watanabe, |978) que podrian antagonizar activg
mente la respuesta del huesped hacia el tumor.

Diversos estudios in vivo e in vitro demostraron que
bajo condiciones apropiadas, y dependiendo del modelo experi
mental usado, las células linfoides pueden tener un comporta
miento estimulatorio o inhibitorio sobre la célula tumoral.
Asi, usando el ensayo de neutralización adoptiva in vivo,
(test de Winn) algunos autores han demostrado que las célu
las de bazo de animales portadores de tumor en estadios prg
cocos son capaces de inhibir específicamente el crecimiento
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tumoral, mientras que, en estados avanzados del crecimiento
tumoral, las células muestran una actividad exacerbadora

(Gabilon, |976; Treves, l976). Usando sobrenadantes de cultL
vo de eSplenocitos Manor y colaboradores (lsakov, l978) de
mostraron que solamente la actividad exaltadora podfa ser
transferida por productos solubles.

Otros autores postulan que los Factores inmunoregu
ladores liberados por eSpIenocitos de portadores de tumor,
no son en realidad secretados por los linfocitos sino Secre
tados por las células tumorales y absorbidas luego sobre los
esplenocitos (Hollander, |978).

En vista de esto nos propusimos estudiar el rol del
bazo luego de la extirpación del tumor. Asï, analizamos el
efecto in vivo sobre el crecimiento tumoral de los sobrena

dantes de cultivo de esplenocitos de ratones portadores y ei
portadores de tumor en relación al momentode la extirpación.

. . . . a eria e ¿todos2 l l l M t l SAX M

Animales

Se usaron ratones BALB/cde dos meses, de ambos se

xos. Se partió de lOOanimales normales que recibieron en
forma subcutánea en el Flanco ¡unierdo, lmm de tumor Sl3
con trocar. Estos animales fueron separados en cuatro grupos:
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a) Portadores de tumor chico (ETB): se permitió que el tumor
creciera hasta alcanzar un diámetro promedio de IO mm(7-l0
dïas de evolución), luego se sacriFicaron los animales por
dislocación cervical y sus bazos Fueron procesados para obtg
ner sobrenadantes.

b) Portadores de tumor grande (ATB): los bazos de estos ani
males Fueron procesados a los 20-25 dias dc evolución tumo
ral (diámetro promedio 20 mm).

c) Ex-portadores de tumor chico (ETR): cuando el tumor alcan
26 un diámetro de IO mm,se extirpó bajo anestesia (Nembutal).
Los bazos de estos animales Fueron procesados a distintos

tiempos post-cirugia. Los animales que presentaron recurren
cias locales, se trataron comoun grupo separado.

d) Ex-portadores de tumor grande (ATR): Cuando los tumores

alcanzaron un diámetro de 20 mm, los animales Fueron aneste
siados para la extirpación de la masa tumoral. Los bazos
Fueron procesados a distintos tiempos post-cirugía.

e) Normales (BN): se procesaron los bazos de animales norma
les para obtener sobrenadante.

Para descartar que los resultados se deban
a la presencia del virus de la lactico deshidrogonasa, se mL
dieron los niveles de la enzima en suero de ratones normales

y portadores de tumor (Mc Donald, T-L-, |982)
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Procesamiento de los bazos

Los sobrenadantes de bazo de los cinco grupos antes
mencionados se prepararon como sigue:

Preparación de la suspensión esplónica: Los bazos Fueron ex
tirpados en condiciones estériles y sus células dispersadas
mecanicamente. Los glóbulos rojos Fueron lisados con Tris

NH4Cl (9 vol, 0.83% NH4Cl y Ivol, 0.l7M Tris-(hidroxy methyl)
aminoethane, pH: 7.2). Las células linFoideas Fueron suspeg
didas en medio |99 y lavadas dos veces. Estas células Fueron
cultivadas por 24 hs en medio |99 suplementado con IO mM

HEPES, 50 unidades de PENICILINA por ml y 50 ug de STREPTOML

CINA por ml, en atmósFera húmeda con 5% de C02 a 37°C.
La viabilidad de las células, determinada por el má

todo de exclusión del Tripán blue Fue siempre superior al 85%.
Se cultivaron 25 x IO6 células viables/ml en tubos de polies
tireno de 9 ml de capacidad. Se cultivaron 2 ml por tubo.

Obtención de los sobrenadantes (So)de esplenocitos: Luego de

cultivar las células por 24 hs los sobrenadantes libres de cg
lulas Fueron obtenidos por centriFugación a ISOOX9 por IS min.
Estos So asf obtenidos se envasaron en Frascos conteniendo lO

ml, se congelaron a -40°C y luego se lioFilizaron. La concefl
tración proteica de los mismos Fue de | mg/ml.

Los So se conservaron IioFilizados y se usaron en
todas las experiencias siguientes.



Im
Se usó en todos los casos el tumor de nuestro labora

torio Sl3. Este tumor es un adenocarcinoma mamario, mediana
mente metastatizante en pulmón. Se mantiene por tranSplante
subcutáneo en ratones singeneicos. Produce la muerte de los
animales a los 30-35 dias post-tranSpIante. Ademásse usó
otro adenocarcinoma mamario M3para comprobar si la acción

era eSpechica para cada tumor.

Su5pensi6n de células tumorales: Las células del tumor SI3
se separan en Forma mecánica en medio l99 que contiene anti"
biótico y SFB. La suSpensión de células se siembra en Fl
COLL-HYPAQUEdensidad l.08 g/ml y se centrifuga IS min. a

ISOOX9. Este procedimiento separa las células muertas que

quedan en el Fondo del tubo, las células vivas quedan en la
interfase.

Las células se recogen cuidadosamente con pipeta Pas
teur y se lavan dos veces en medio completo. De esta Forma

se obtienen suspensiones celulares con viabilidades que oscL
lan entre el 80 y 90% medido por el método de exclusión de

tripan blue.

Ensayo de la actividad biolóqica.

Determinación de la actividad nxayorhadora del crecimiento

tumoral in vivo: Todos los sobrenadantes de esplenocitos,



Fueron probados in vivo para comprobar si tenian actividad
exacerbadora del crecimiento del tumor Sl3.

Los sobrenadantes se inoculan en la almohadilla plan
tar de ratones BALB/cen un volumen de 5 ul. 24 hs deSpués se

inoculan en la misma almohadilla 20 x IO3 células Sl3. Se rg
gistra el crecimiento tumoral con un calibre de precisión cg
da dos dias, durante 25 dias. Se compara con los correspon
dientes controles por el test de Studen't.

Ensayo de los sobrenadantes sobre el crecimiento tumoral in
vitro.

Cultivo primario tumoral: Se sacriFican los animales y se.sg
ca esterilmente el tumor. Este se limpia cuidadosamente eli
minando cápsula y zonas necróticas.

El tumor se corta en trozos pequeños (Imm3) y se tra
ta con medio l99 que contiene pronasa (0.0|% P/V) y 5 gotas
de DNAasa(2.4 mg/ml) durante 30 min. a 37°C con agitación

constante. Luegose descarta el sobrenadante y sobre el pe
Ilet se realiza un segundo tratamiento con pronasarDNAasadu
rante 30 min en iguales condiciones. Se recogió el sobrena
dante y las células cosechadas se lavaron tres veces con me
dio MEM. Se midió la viabilidad celular y se resuSpendieron
en medio MENcon IO%de SFB,g|utamina (80 ug/ml).

El procedimiento fue el mismo para el tumor M3 y
Sl3.
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Tratamiento de los cultivos y evaluación del crecimiento celu
lar.

fLos cultivos primarios de tumor Sl3 o M3fueron trg
tados con distintas dosis (IO-|20 ug/ml) de SoETB, SoBNy Fl

y F2 de SoETBy SoBN. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado se midió el crecimiento evaluando el contenido pro
teico celular a distintos tiempos de tratamiento.

Ensayo de transferencia de la actividad de los sobrenadantes
de esplenocitos (So).

Para probar si la actividad biológica de los sobre
nadantes de cultivo podia ser absorbida in vivo en el bazo
de ratones normales, 50 ul del SOETBse inyectó en ratones
BALB/cnormales por via s.c. o i.p.. Luego de transcurridas
tres horas de la inoculación, los animales se sacrificaron
y se extirparon los bazos. Los Sobrenadantes de cultivo se
prepararon comose indicó anteriormente y luego se probó la
actividad sobre el crecimiento tumoral comose indica en el

punto anterior.

Ensayoestadístico: los resultados se evaluaron por el test
de Student. Los experimentos se repitieron por lo menos

tres veces con no menos de diez ratones por grupo y una dei
viación estandar (DS) variando entre unlO y IS%de la media.
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Las figuras muestran los resultados de uno de los experimentos
representativos.

2.I.|.2. RCSUItados

Exacerbación del crecimiento tumora| in vivo por sobrenadantes
de esplenocítos de portadores de tumor SI3.

Los sOETBy SoATBmediaron una significativa FacL

Iitación tumoral cuando se compararon con el grupo control que
recibió medio ¡99. Este efecto exacerbador se observó tanto

por un mayor tamaño tumora|, como por una aparición más tem
prana del tumor.

EI sOBNnunca exacerbó cl crecimiento tumoral (Fígu
ra l).

La Facilitación del crecimiento tumoral no demostró

ser un Fenómenoespecífico ya que |os Sobrenadantes de bazo
de portadores de tumor también exacerbaron el crecimiento del
tumor M3. (Figura 2).

Actividad de los sobrenadantes de bazo de exportadores de tu
mor sobre el crecimiento tumoral in vivo.

Para determinar si la actividad exacerbadora tumoral
del SOETB ersistia luego de la ciru fa tumoral los bazosp 9 ,

de ratones ETRfueron procesados 20, |3, 9, y l dias luego de



- rla Cirugia tumoral.
Sobrenadantes obtenidos a los |3,9, y l dia luego de

la cirugia tumoral ya no Facilitan el crecimiento tumoral (FL
gura 3). Asi, se puede observar que el factor(es) exacerba
dor aparece en el bazo del portador como resultado de la in

teracción con el tejido neoplásico y desaparece o disminuye
a valores no detectables rápidamente luego de la cirugia de
un tumor precoz. No se observó actividad exaCerbadora en los
sobrenadantes del dia 20 post-cirugia, salvo cuando los ani
males tenian recidivas locales en el momentode procesar los
bazos (Figura 4).

¿La cirugia de un tumor avanzado también revierte
rápidamente la actividad exacerbadora?

Para aclarar este punto se extirparon los bazos de
ratones exportadores de tumor avanzado entre los dias l y 20
post cirugia tumoral comose ilustra en la Figura 5 la acti
vidad exacerbadora se detecta hasta el dia lS post cirugia y
luego desaparece.

Ensayo de los Sobrenadantes exaccrbadores Sobre el crecimien
to tumoral in vitro.

Los ensayos in vitro se realizaron sobre cultivos
primariosdeSÚ)/M&suceptibles in vivo al efecto exaccrbador.
Los cultivos se trataron con distintas concentraciones de
SoETB, SoBN y Fracciones FI y F2 (separadas por Sephadex GlOO



comose explica más adelante) y se evaluaron los resultados
a diferentes periodos post tratamiento.

El crecimiento de los cultivos de Sl3 a los 3 dias

de tratamiento Fue independiente de la dosis (¡0,20 y 40 ug/
ml) y del sobrenadante empleado (Figura 6). El efecto de
SoETB y SoBN (lO a IZO ug/ml) sobre cultivo de M3 se evaluó

a los 3, 5 y 7 dias no obscrvándose tampoco en este caso di
Ferencias (Figura 7).

El tratamiento con Fl y F2 de SoETB y SoBN (40 y 80

ug/ml) durante 4 dias no mostró diferencias significativas
(Tabla l).

En conclusión el SoETBno demostró estimulación so

bre el crecimiento de células tumorales in vitro, sugiriendo
que la exaltación tumoral in vivo requeriría de la mediación
del sistema inmune.

Transferencia de la actividad exaccrbadora a ratones normales

Teniendo en cuenta que los sobrenadantes con activL
dad exacerbadora tumoralin vivo no tenian erecto in vitro,
decidimos estudiar la participación del hu05ped en este Feng
meno. Para ello realizamos transferencias a ratones normales.
La figura 8 muestra como ya a las 3 horas post inóculo del So

exaltador el bazo del animal transferido libera dicha activL
dad al mediode cultivo. Esta actividad es transferida tanto
por via sc.como Lp. y aunque no se muestra en la figura está



presente aún 24 horas luego de la transferencia.

2.|.|.3 Conclusión.

Los resultados muestran que cultivos de corto tiempo
de esplenoeitos de portadores de tumor contienen Factor(es)
con actividad exacerbadora tumoral in vivo. En este modelo

la exacerbación se manifiesta tanto por una aparición más tem
prana como por un mayor tamaño tumoral. Este efecto Facilita
dor está relacionado con la presencia del tumor primario ya

que no aparece en medios condicionados por eSpIenocitos de r2
tones normales.

El efecto exacerbador parece ser no especifico ya
que los sobrenadantes Facilitan también el crecimiento del
tumor M3.

El paso siguiente Fue estudiar el efecto directo de
estos sobrenadantes sobre células tumorales en cultivo. Asi

observamos que no existe un Fenómenoexacerbador directo, por
lo tanto decidimos estudiar la participación del huesped.
Para ello transferimos la actividad a ratones normales. Com

probamos además que la Facilitación tumoral puede ser tranï
Ferida independiente de la ruta de inoculación. En vista de
esto se podria pensar que la exacerbación tumoral aparece cg
mo consecuencia de mecanismos inmunosupresores en el huesped

(Manor, l976).
El CPCClIlllCHtO tumoral llCVO COIIIOCOHSOCUCHClO Ü Cillll
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bios explénieos funcionales en el huesped. Para determinar
si la cirugia tumoral afecta la liberación de factores exa
cerbadores estudiamos su producción en dos grupos ETRy ATR.
Los datos sugieren que la actividad en los sobrendantes de
cultivo depende del tamaño tumoral al tiempo de Ia cirugía.

Muchosautores atribuyen la supresión de la reSpueg
ta inmunedurante el desarrollo tumoral a ciertos virus pre
sentes en el huesped. El más común en cepas de ratones es

el virus de la lactico deshidrogenasa (LDV) (Mc Donald T.L.,
¡982; Isakov, |98|). Nosotros descartamos la posibilidad de
que este efecto exacerbador se deba a la presencia de virus

ya que tanto ratones normales comoportadores tienen los mig
mos niveles de la enzima en suero.

Nuestros resultados muestran que cambios cualitati
vos o cuantitativos pueden ser reSponsables del diferente
comportamiento del bazo luego de la cirugia tumoral. En el
ETBla actividad exacerbadora podria deberse a la generación
de un pequeño número de células supreSOras, sin embargo dicha
actividad desaparece muyrápidamente luego de la cirugia tumg
ral. Por el contrario cuando se extirpa un tumor avanzado la
actividad exacerbadora persiste por dos semanas luego de la
cirugia. La mayorestimulación antigénica podría afectar al
sistema inmune en forma diferente que en el ETB. Asf, cambios

cuali y cuantitativos en mecanismos de exacerbación ( como un

menor clearenee de los factores exacerbadores luego de la oí
tirpación de un tumor grande) pueden existir entre ETBy ATB.
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Actividad oxnccr‘badorn tumoral on Sobronmíantos de cultivo de
esplenocitos de portadores de tumor
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Especificidad dc la actividad exncor‘lmdor‘atumoral

FIGURA 2
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Desaparición dc la actividad exacorbadora tumoral luego de
la cirugía dc un tumor chico
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Actividad cxacerbadorn tumoral.Efoctn dc la recidiva

FIGURA 4
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la actividad exacerbadora tumoral luego de
v rClr'ugna de un tumor‘ qrande

FIGURA 5
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Efecto del SoETBy SoBNsobre el crecimiento in vitr'o del tumor' S|3

luego de 3 dias de tratamiento

FIGURA 6
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Efecto do SoETB vSoBN Sobre (2| crecimiento in vitro del tumor M3

FIGURA 7
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Efecto de Fl y F2 sobre el crecimiento del tumor M3

(4 dias de tratamiento)

TABLA l

ug/ml SoETB SoBN

FI 40 76.0¿8 4 75.9+5 5

40 95-8 j 2 7 95-0 i 0.8
F2

80 82.2 i |.3 80.6 i 6.0

* X + DS ; n=3 ;ug proteina/ well

control:|06.0 i 5.0 ug protéina /we||



Transferencia de la actividad exaccrbadora tumoral a ratones normales

FIGURA 8
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2.l.2. Mecanismode liberación de Factores exacerbadores.

En el punto 2.l.l. demostramos la presencia de Factor
(es) exacerbador tumoral (FE) en medios condicionados por es
plenocitos de portador de tumor. El FE no se detecta luego

de la cirugia del tumor precoz (Jasnis, |987) por lo tanto pg
rece ser necesaria la presencia del tumor para generar FE.

En otros modelos experimentales Kumar y Young han

informado que los productores de actividad exacerbadora tumg
ral SOn las células tumorales (Kumar, |98|; Nelson, l978;

Young, |982) mientras que otros autores atribuyen dicha exa
cerbación a células eSpIénicas (Ting, ¡982; Yamagishi, l980)

Frente a estas opiniones contradictorias nos propu
simos, en nuestro modelo, establecer si son los esplenocitos

o es la célula tumoral la reSponsable de la sintesis y secrg
ción del FE. También analizamos si es necesaria la presencia

de un tumor metabólicamente activo o si este puede ser sustL
tuido por sus productos solubles liberados en cultivo o por
extractos de tejido tumoral.

2.|.2.|. Materiales y Métodos

Animales

Ratones BALB/cde 8 a I2 semanas (ver sección 2.|.|.l.).
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Tumor

AdenocarcinomamamarioS|3 (ver sección 2.|.|.I.).

Obtención de los sobrenadantes de células Sl3 (SoSl3): Las cg
lulas se cultivan a la densidad requerida (l.5; 3.2 o 4.5 x

lO6 cel/ml) en medio |99 suplementado con lO mMHEPES, 50 uni

dades por ml de Penicilina y SO ug de Streptomicina, en una

atmósfera húmeda con 5% de CO2 a 37°C durante 24 hs.;
Al cabo de 24 hs se obtienen los sobrenadantes libres

de células por centrifugación a ISOOX9 durante IS min.

Transferencia de SoSl3 a ratones normales: Para establecer si
los SoS|3 tienen efecto a través del huesPed se transfirieron
a ratones normales. SoSl3 de 4 x lO6 cel/ml se transfirieron
a ratones normales (O.l ml, ip). 24, 48 y 84 hs luego de la
transferencia se procesaron los bazos de dichos animales para
obtener los correspondientes sobrenadantes. Estos sobrenadag

Ites Fueron probados 'in vivo" para medir su actividad bioló
gica.

Preparación de Extractos de Tejidos.

Extracto de órgano normal (ExON): Tejido normal, que incluye
corazón, higado, riñón, ovario, músculo, glándulas salivares,
y piel, fueron homogeneizadas con solución fisiológica pH:7.2
en potter. Se dejó con agitación constante a 4°C durante 24
hs. Luego se centrifugó a 2000 X9 durante ISmin. El sobreng
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dante (Sol). Se guarda y el precipitado se trata con buffer
Tris O.| MpH: 8.6 durante 24 hs a 4°C. Nuevamente se guar

da el sobrenadante (Soll) y al precipitado se le hace una te:
cera extracción con Desoxicolato de Na (0.5% concentración
Final) durante 3 hs a 4°C. Se obtiene el sobrenadante (Solll).
Los sobrendantes correspondientes a los tres pasos de extras
ción (Sol, Soll y Solll) se juntan y se dializan contra
buffer carbonato pH: 8.2 durante 72 hs a 4°C con cambios dig
rios. Luegose conserva IioFiIizado.

Cada mgde liofílizado tiene 0.8 mg de proteina, mg
dida por el método de Lowry.

Extracto de tumor S|3 (ExSl3): Para obtener extracto tumoral
se realiza igual procedimiento que para la obtención del ExON.

Partiendo de 5 g de tumor, se obtuvo 825 mg de lio

Filizado. I mgde IioFiIizado contiene 0.55 mgde proteina
determinado por e| método de Lowry.

Transferencia de ExONvExSI3: Se prepara una solución de I mg/

ml de ExON y ExSI3.

Los animales fueron divididos en cuatro grupos:

a) Recibieron O.| ml de ExONlos dias I y 2 (2 dosis)

b) Recibieron O.| ml de ExSI3 los dias l y 2 (2 dosis)

c) Recibieron O.| mI de ExONel dia 2 (l dosis)

d) Recibieron O. ml de ExS|3 el dia 2 (I dosis)
AI dia 3 todos los animales Fueron sacrificados. Se

extirparon sus buzos y se procesaron para obtener los corres
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pondientes sobrenadantes. Se midió la actividad exacerbadora.

Sobrenadantes de cultivos de esplenocitos: Los So se prepara
ron comose indicó en 2.l.|.l. partiendo de cinco ratones de
cada grupo detallado a continuación:
a) ratones transferidos 24, 48 y 84 horas antes con

SoSl3.

b) ratones transferidos con ExONo ExSl3.

c) ratones portadores de tumor Sl3 comocontrol.

Tripsinización de linfocitos de portador de tumor: La técnica
es la descripta por Hollander (|978). Brevemente: los esplg
nocitos se resuspenden en medio conteniendo 3%de tripsina y
EDTA,se los incuba 8 min a 37°C. Se inactiva rápidamente con
SFBS%. Las células asï tratadas se lavan dos veces con medio

y se cuentan. La viabilidad celular osciló entre el 75 y 85%,
no se modificó por el tratamiento con tripsina.

Los linfocitos se cultivaron en paralelo con un con
trol sin tratar. Luegose cosecharon los sobrendantes y se
ensayaron para su actividad exacerbadora in vivo.

Ensayo de la actividad exacerbadora sobre el crecimiento tumo
ral: Todos los sobrendantes de esplenocitos de los grupos de

ratones descriptos anteriormente se ensayaron sobre el crecL
miento tumoral in vivo comose indica en 2.l.l.l.

Análisis estadístico; Los resultados Fueron evaluados por el
test de Student. Las figuras muestran un experimento repre
sentativo, ya que todos Fueron repetidos tres veces con resul



tados compatibles. La desviación estadar osciló entre el lO
y IS % de la media.

2.l.2.2. Resultados

Actividad de Sobrendantes de células tumorales (SoSl3) sobre
el crecimiento tumoral ¡n vivo.

Demostramosanteriormente que los sobrenadantes de
esplenocitos de portador de tumor liberan al medio de cultivo

Factores exacerbadores del crecimiento tumoral. Para compro
bar si la célula tumoral por sf secreta dichos Factores, reg
lizamos cultivos de células tumorales a distintas concentra
ciones, cosechamos luego los sobrenadantes y probamos su ac

.tividad in vivo, sobre el crecimiento tumoral. Las concentrg
ciones celulares usadas fueron: a) l.5 x lO6 cel/ml, b) 3.2 x
lO6 cel/ml y c) 4.5 x IO6 cel/ml. En ningún caso se detectó
actividad exacerbadora del crecimiento tumoral. (Figura l).

Esto indica que, en las condiciones empleadas, la cg
lula tumoral no libera Factores exacerbadpres. Pero como39
bemos que la portación del tumor modifica inmunologicamente
al huesped, transferimos SoSl3 a animales normales, para es
tudiar luego el comportamiento de sus bazos. De esta forma
podremos establecer si en los SoSl3 hay factores inductores
de exacerbución tumoral.



Transferencia de SoSI3 a ratones normales

Se cultivaron 4 x lO6 células Sl3/ml durante 24 hs
luego se centrifugó y se recolectaron los sobrenadantes. Es
tos fueron transferidos a ratones normales (O.l ml ip) que
Fueron divididos en tres grupos. El primer grupo Fue sacri

ficado a las 24 hs y sus bazos procesados para obtener sobrg
nadante. El segundo y tercer grupo Fue sacrificado a las 48
y 84 hs respectivamente y procesados igualmente. Comopuede

verse en la Figura 2 no existen diferencias significativas en
tre los sobrenadantes de animales transferidos 24, 48 6 84 hs
y los reSpectivos controles. Esto indica que la transferencia
de SoSl3 no induce Factores exaeerbadores en esplenocitos de

animales normales, por lo menos en las condiciones aquf emplea
das.

Pensamos entonces que, ya que la célula tumoral no

libera Factores exacerbadores, estos podrian encontrarse ¡Q
tracelularmente. Preparamos entonces los correspondientes
extractos y los transferimos a animales normales.

Transferencia de extractos de tumor Sl3 (ExSI3) y órganos nor
mal (ExON) a ratones normales.

Los extractos normales y tumorales Fueron transferi
dos a animales normales en diferentes dosis. Los resultados
se muestran en las figuras 3 y 4. Se observa claramente que
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el ExS|3 no es capaz de inducir Factores de exaltación tumo
ral en el bazo de animales normales a ninguna de las dosis
usadas.

Tratamiento con tripsina de esplenocitos de portador de tumor

Los eSplenocitos de ETBse trataron con tripsina pa
ra remover de su superficie componentes con actividad exacer
badora tumoral. Luegode este tratamiento las células de ba
zo se cultivaron por 24 hs para ver si aún liberaban EF.

El tratamiento con tripsina no afectó la producción
de EF por las células eSplénicas de ETB. Tanto los sobrena

dantes de eSpIenocitos tripsinados como los no tripsinados exg
cerbaron el crecimiento tumoral (Fig. 5) respecto del control.

2.|.2.3. Conclusión

Sobrenadantes de esplenocitos de portadores de tumor
exacerban el crecimiento del propio tumor (Hollander, l978).
Este efecto depende de la presencia del tumor ya que desapare
ce luego de la cirugia (Jasnis, ¡987).

Algunos autores demostraron que células tumorales sin
tetizan y secretan factores inmunosupresores que indirectamen
te exacerban el crecimiento tumoral (MedofF, |986; Putman,l985).
En nuestro modelo observamos que las células Sl3 no liberan FE
en el medio de cultivo. Sin embargo, no se puede descartar la
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posibilidad de que las células liberen inductores de exacer
bación. Comopreviamente demostramos que el FE podia ser
transferido a ratones normales por inoculación s.c. o i.p.,
decidimos de la misma Forma inocular SoS|3 a ratones norma

les para ver si ellos inducen alguna facilitación tumoral.
Nuestros resultados muestran que los sobrenadantes de esple
nocitos de animales transferidos con SoSl3 no exacerban el
crecimiento tumoral a ninguno de los tiempos ensayados. Es
tos resultados en conjunto indican que las células S|3 no
producen ni FE ni inductores de FE.

Otros trabajos han demostrado que extractos tumora
les inducen aumento de la metástasis (Diament, |985; Watanabe

|978), por lo tanto en nuestro modelo podria ocurrir que las
células S|3 produzcan tales sustancias, pero no sean capaces
de liberarlas en condiciones de cultivo y se puedan encontrar
en extractos tumorales. En este caso no encontramos diferen
cias estadísticamente significativas aunque se observó una
tendencia a la exacerbación con ExS|3 y a la inhibición con
ExON. Estas tendencias fueron reproducibles, por lo cual
pensamos que en los extractos tumorales puede existir algún
tipo de sustancia que actua sobre los eSpIenocitos de los r2
tones inyectados. Estas sustancias son probablemente diFe
rentes de las encontradas en ExON,y no suFicientes para dar
un neto fenómeno de exacerbación.

Hollandor y colaboradores (Hollandcr, l978) demos
traron que el tratamiento con tripsina de eSplenocitos con
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actividad exacerbadora anulaba la liberación de dicha activL
dad. Ellos concluyeron que el FE es producido por el tumor
y luego absorvido en las células de bazo.

Otros grupos de trabajo (Millerioux, |98|; Koppi,
|983) se oponen a estos resultados, ya que consideran que los
eSplenocitos son los principales reSponsables de la producción
de FE. Nuestros resultados concuerdan con estos últimos, ya

que demostramos que son los esplenocitos y no el tumor los
productores del FE
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Actividad de sobrenadnntos de células tumora|es S|3 Sobre
el crecimiento tumoral ¡n vivo

FIGURA l
Diametro tumoral
(mm)

4.0 .

A l I

¡0 IS
dias post-inoculo SI3

O SoS|3 (¡.5 x IO6 celulas SI3/ml)
[J SoS|3 (3.2 x IO6 celulas SI3/ml)
I 503I3 (4.5 x |06'cclulns SI3/ml)
O control

no significativo



Transferencia do sobrenadanfc de células SI3 a Patones normales

FIGURA 2

Diametro tumoral
(mm)

4.0 . II
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IO IS 20

dias post-inoculo S|3
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D transferencia 24 hs antes de la esplencctomin
O transferencia 48 hs antes de la esplenectomia
Q transferencia 84 hs antes de In csplcncctomia

SOETBtransferido 24 hs antes de la usplenoctomía
p ¿.0 .OOI no significativo



Transferencia de extractos tumoral y normal-a ratones normales

FIGURA 3

Diametro tumoral
(mm)
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Transferencia de extractos tumoral v normn|.a ratones normales

FIGURA 4

Diametro tumoral
(mm)
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Tratamiento con tripsina de eSplcnocitos de portador de tumor

FIGURA 5

diametro tumoral
(mm)
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O SoETBluego del tratamiento con tripsina

Q SoETBantes del tratamiento con trípsina



2.|.3. Población esplénica celular liberadora de Factores
exacerbadores tumorales.

Ting y colaboradores (Ting, |982; Fujimoto, |976b;
lsakov, l978; Padarathsingh, |979; Kennard, ¡980; Manor, |976)
demostraron que en portadores de tumor hay distintas poblacio
nes reSponsabIes de la liberación de Factores exacerbadores.

En estudios secuenciales Buessowy colaboradores
(¡984) y Wangy colaboradores (|980) han observado cambios di
námicos en la actividad de células IinFoides que pueden expli
car la presencia de Factores exacerbadores del tumor.

Teniendo en cuenta estos antecedentes decidimos inves

tigar si la actividad exacerbadora presente en los sobrenadan
tes de eSpIenocitos puede ser atribuido a células T o noT y si
la población exacerbadora es la misma a lo largo del crecimien
to tumoral.

2.l.3.l. Materiales y Métodos

Animales

Se usaron ratones endocriados BALB/cnormales y porta

dores de tumor que Fueron divididos en grupos según el tamaño
tumoral en a) portadores de tumor chico (ETB) y b) portadores
de tumor avanzado (ATB)comose explicó en el punto 2.l.l.l.



Tumor

Se usó un adenocarcinoma mamarioSl3 (sección 2.l.l.l.)

Su5pensi6n de células tumorales.

Las suSpensión tumoral se
se detalla en 2.l.|.l.

Sobrenadantes de cultivos

Los bazos de ETB y ATB se

se realizó la suspensión celular y
bió en el punto 2.l.|.l. Luegode

realizó mecanicamente como

de esQlenocitos

extirparon esterilmente y
el cultivo comose descri

24 hs de cultivo se cosechg
ron los sobrenadantes y se ensayaron sobre el desarrollo tumo
ral in vivo.

Se obtuvieron sobrenadantes de cultivo de los siguiefl
tes grupos.
a')

cultivo.
b)

vio al cultivo.

Depleción de células T con anti-Thy

El suero inmune anti-Thy

esplenocitos pretratados con suero antithy|_2+C'antes del

esplenocitos Fraccionados por columna de lana de nylon prg

|.2

l.2 rue preparado cn nuestro



laboratorio por inmunización de ratones AKR/j con células de
timo de ratones CBA/j. Este antisuero en una dilución |:|0
en presencia de complemento mata el 95%de las células de timo

de ratones CBA/j.
Las células de bazo de ETBy ATB(IO x ¡06 células/ml)

Fueron incubadas a 4°C por 60 minutos con anti-Thy l.2 a una

dilución final de |:|O en medio TC |99 suplementado con 5%de
SFB. Luego, las células Fueron centriFugadas, se descartó el

sobrenadunte y se resuspendieron en su volumen original en mg
dio conteniendo complemento de cobayo diluido l:4. La mezcla
Fue incubada a 37°C, 60 minutos. La viabilidad de las células
fue determinada por el test de exclusión del Tripan blue y el
porcentaje de células Thy |.2 Fue determinado por el indice
de citotoxicidad de acuerdo con la siguiente Fórmula:

(células muertas (células muertas
por anti-Thy |.2) por C’ )

CI = x lOO

IOO — células muertas por C’

El CI Fue del 20% cuando Se trataron células de bazo

de ETB o ATB.

Las células muertas fueron eliminadas resu5pondiénd2
las en PBS (l volumen) con solución glucosa (l9 volúmenes),

buffer de baja fuerza iónica; esta suspensión Fue pasada por
una pipcta Pasteur que contiene un tapón de algódón. Las cé
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lulas asi obtenidas se centrifugan y Se resuspenden en medio
. ó _TC l99 a una denSIdad de 25 x IO células/ml y se cultivan

comose indica arriba para obtener el correspondiente sobre
nadante (Hudson, l980).

Separación de células de bazo por columna de lana de
nailon.

Partidas de |,5 g de lana de nailon Fueron empaqueta
das en jeringas de 30 ml y esterilizadas. Se siembran en la
parte superior de la columna 5 x lO células en 2 ml de medio

de cultivo, se incuba 45 minutos a 37°C (Julius, |973).

Las células no adherentes a la lana de nailon se recg
gen lavando suavemente con 30 ml de medio Suplementado con 5%

de SFB. Para reducir la contaminación con células adherentes,
las células efluentes se pasan por una segunda columna de lana
de nailon. Las células no adherentes a la lana de nailon se
rán llamadas células T. Estas células fueron centriFugadas y
cultivadas 24 horas para obtener los sobrenadantes.

El rendimiento de células T luego de dos pasajes por

columna de lana de_nailon fue del 20%. La pureza de las células
T fue del 50-55% luego del pasaje por la primer columna y del

80% luego de la segunda.



Determinación de la actividad exacerbadora del cre

cimientg_tumoral.

Los sobrenadantes de cultivo de poblaciones eSpIéni
cas (T y no-T) se probaron in vivo para medir su actividad
exacerbadora con el diSeño experimental descripto en 2.|.l.l.
Análisis estadístico: test de Student.

2.|.3.2. Resultados

Células de bazo de portadores de tumor tratadas con

Anti -Tl12' l .2

Luego del tratamiento con suero anti-Thy |.2 y complg
mento, la población celular remanente (no-T) se cultivó para
estudiar su capacidad de secretar factores exacerbadores.

La Figura | muestra que sobrenadantcs de células no-T

de un ETBtienen actividad exacerbadora tumoral. Por el contra
rio esta misma población en un bazo de portador avanzado no
tiene actividad exacerbadora tumoral (Fig. 2).

Células de bazo de portador de tumor Fraccionadas por
C()lUlnn(l (le lalia (le iiai l()n

Luego del fraccionamiento de las células por columna

de lana dc nailon obtenemos la población efluentc que contiene



-58

un 80%de células T. Estas células Fueron cultivadas y sus
sobrenadantes cosechados. En las Figuras 3 y 4 puede obser
varse que tanto en sobrenadante provenientes de ETBcomo ATB
encontramos actividad exacerbadora tumoral.

2.l.3.3. Conclusiones

Existen evidencias acerca de la importancia de los

distintos tipos celulares en la regulación de la reSpuesta ¡Q
mUne (Kwong, |984; Owens, l985; Patel, |982; Santos, |985;

Jurin, |978; Mikulski, |978).
La portación del tumor ocasiona ciertas modificacio

nes en las funciones de diferentes poblaciones celulares
(Manor, |976; Buesow, l984; Wang, l980).

Comopodemos deducir de los resultados en nuestro mg
delo experimental también ocurren cambios en las Funciones c2
Iulares durante el crecimiento tumoral.

Observamos que en un portador de tumor precoz tanto
la población T como no-T es responsable de la actividad exa
cerbadora. Cuando estudiamos sobrenadantes de cultivo de am

bas poblaciones en un estadio avanzado observamos que sólo la
población T libera factores exacerbadores.

Estos resultados estan de acuerdo con hallazgos de
otros investigadores que indican que las actividades de célu
las T y no-T no siempre requieren el contacto célula-célula
(Kontiainen, l982), sino que los efectos pueden ser obtenidos
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por mediadores solubles derivados de diferentes poblaciones
eSpIénicas.

Estos mediadores tienen la capacidad de exacerbar el
crecimiento tumoral por diferentes mecanismosque podrian in
volucrar aparición de células supresoras o anulación de Fun
ciones helper o citotóxicas (Subramanian, l978; Tada, |980).
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Población osplónica responsable dc la liberabíón de Factores
cxacerbndoros.Trntamicnto con suero anti-thy |,2

FIGURA I
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Eoblnción osplénica responsable de. la liberación de factores
exacer‘badores.Tr'atmnionto con suero anti -tILv l,2

FIGURA 2
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Población csplénica POSponsnblc de
exacerbadores.Tratamionto con
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In liberación de factores
lana de naílon

FIGURA 3
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Población eSplénica responsthe de ia liberación de Factores
exacerbadores.Tratamiento con lana do naílon

FIGURA 4
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2.l.4. Caracterización parcial de los factores esplénicos
que exacerban el tumor.

En los puntos anteriores demostramos que los e5p|e—
nocitos de portador de tumor liberan Factores con capacidad
exacerbadora tumoral (Oisgold-Dagá, |98|; Jasnis, l982) y
que estos Factores desaparecen luego de la cirugia tumoral
pero con una cinética diferente, dependiendo del tamaño del

tumor al momentode realizar la cirugia (Jasnis, |987). Es
tudiamos además el mecanismo que desencadena esta exacerba
ción (Eiján, |989b) y la población eSplénica reSponsable de
la liberación del Factor(es) exacerbador (Eiján, l987b).

En un segundo tiempo, caracterizamos parcialmente
los Factores exacerbadores tumorales, correlacionándolos con
el tamaño tumoral.

2.l.4.|. Materiales y Métodos

Animales

Se usaron ratones BALB/cde dos meses como se indi

ca en el punto 2.|.|.|. se prepararon animales portadores de
tumor chico (ETB), de tumor grande (ATB) y exportadores de t!

mor grande (ATR).
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Tumor

Se usó el tumor Sl3, descripto en detalle en el pun
to 2.l.|.|.

SUSpensión de células tumorales.

La suspensión de células tumorales Sl3 se realizó por
diSpersión mecánica comofue descripto en el punto 2.l.|.|.

Sobrendantes de eSQIenocitos

Se prepararon So de diferentes grupos ETB, ATBy ATR.

Comogrupo control se preparó sobrenadante de esplenocitos
normales (SoBN).

El procesamiento de los bazos, realización del cultL
vo y obtención de los sobrenadantes se describió extensamente
en .el punto 2.l.l.l.

Filtración por qeles

Los sobrenadantes de eSplenocitos se Iiofilizaron y
concentraron lO veces de modotal que la concentración proteL
ca quede lO mg/ml. -Se sembraron en una columna de Scphadex
6-l0 (Pharmacia, Uppsala-chden).

El efluente de la columna se midió con un monitor UV
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LKB 8300 A UVICOR II) a 280 nm.

La columna se desarrolló a 22°C con buffer fosfato

(PBS pH: 7.2) a una velocidad de Flujo de l.5 ml/hs.

El volumen total de la columna Fue de 36 ml (=r2h TT).
El volumen muerto (Vo=l5.5 ml) se determinó con Blue Dextran

(2xl0 KD). Para calibrar la columna se usaron proteínas de
peso molecular (PM) conocido, tales como: Albúmina bovina

(66 KD, Sigma), Quimotripsinógcno(25.7 KD, Sigma): lnsulina

(6 KD, Lilly).

Se recogieron Fracciones de 3 ml que Fueron juntadas
en tres grupos basado en la densidad óptica a 280 nm. Las

fracCiones se lioFilizaron a sequedad y se conservaron a -20°C
hasta ser usadas.

Para determinar el peso molecular (PM) de la Frac
ción que Fue excluida de la columna (Fl), esta Fue cromato
graFiada por Sepharosa 4B (Pharmacia).

El volumen muerto se determinó nuevamente con Blue

Dextran (Vo=l2 ml) y como marcadores de PMse usó: Ferritina

(450 KD, Serva), aldolosa (l60 KD,Serva) y mioglobina (|7.8
KD, Serva).

Caracterización parcial

Se ensayó la estabilidad de Fl de SoETB, SoAÏB y

SoATRen soluciones de baja fuerza iónico (0.005 u) a 4°C y
22°C por 24 hs.
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Fl fue también sometida a procesos de congelación y
descongelación (tres ciclos en un mes).

Se midió proteina por el método de Lowry e hidratos
de carbono por el método de Debois.

El método de Debois se usa para determinar bajas con
centraciones de hidratos de carbóno con respecto a la concen
tración de proteinas.

La curva de calibración se realizó usando soluciónes

que contenían de 5 a 70 ug de carbohidrato más 0.05 ml de Fe

nol (80%p/p) y 5 ml de “2804€. Luego de 30 minutos se deter
mina la densidad óptica a 490 nm. Las muestras incognitas se
trataron de la misma Forma y la cantidad de carbohidrato se
determinó mediante la curva de calibración.

Determinación de Ia actividad exacerbadora del cre

cimiento tumgral in vivo.

Las fracciones obtenidas por cromatografía en Sepha
dex G-lOO de SoETB, SoATBy SoATR, se ajustaron a la concentra

ción original y se ensayaron in vivo, para comprobar cual de
ellas conservaba la actividad exacerbadora tumoral.

Cada fracción se inoculó en un volumen de SO ul en la

almohadilla plantar de ratones singcneicos BALB/c. 24 hs des
. 3 . .pués se inocularon 20xl0 células S|3 en la mismaalmohadilla.

El crecimiento tumoral se registra dia por medio como se ex
plicó detalladamenteen 2.l.l.l.
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Los grupos experimentales se compararon con el co

rrespondiente control por el test de Student.

2.l.4.2. Resultados

Fraccionamiento de los sobrenadantes de eSplenocitos

Se Fraccionaron por Sephadex G-IOO los SoBN, SoETB,

SoATB, SoETR y ATR.

En todos los casos se encontró un perfil de elución
similar, esto es un pico proteico que se excluye totalmente
(mayor de lOO KD) al que llamamos Fl, una zona donde no se de

tectan proteinas (entre IOOy IO KD) al que denominamos valle
(F2) y una tercera zona que muestra un pico de proteinas de
peso molecular |0 KDal que llamamos F3. Estos resultados se

muestran en la Figura |. Ya que la Fracción Fl se excluye
totalmente de la columna se pasó por una columna de Sepharosa
4B a Fin de determinar su peso molecular de Fl en todos los
casos resultó ser de 220-250KD.

Caracterización parcial de la actividad exacerhadora
Tumoral

La activiada exacerbadora tumoral presente en los
sobrenadantes eSplénicos fue estable en soluciones de ClNa a
baja fuerza iónica (0.05u por 24 horas tanto a 4°C como a 22°C).
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Los procesos de congelación y descongelación tampoco
afectaron la actividad exacerbadora la cual Fue conServada en

un ¡00%.

En cuanto al contenido proteico observamos que Fl tig
ne 0.2 mg/m|,F2: 0.0| mg/ml y F3 tiene 0.74 mg/ml.

El contenido de hidratos de carbono se determinó so
Lamente en las Fracciones con actividad exacerbadora. Encon

tramos que Fl de SoETB, SoATB y SoATR tiene 9 ug de hidrato de

carbono/ml. Teniendo en cuenta el contenido proteico para Fl

tenemos 4.5% de carbohidrato/protcfna (p/p). En la F2 no medL
mos hidratos de carbono debido a la escasez de material.

Prueba de la actividad biológica de los Sobrenadantes
Fraccionados por cromatograFia.

Las Fracciones de Sephadex G-lOO Fl, valle (F2) y F3

son ajustadas a su volumenoriginal por IioFilización.
Cuandose estudió la actividad biológica de la 3 Frog

ciones provenientes de SoETB, pudo verse claramente que Ia
Fracción responsaUe de la exaltación Fue la de mayor PM(FI)

(Figura 2). Cuando se estudió lo mismo en el SoATBse vio que

tanto la Fl como la F2 tenian capacidad de exacerbar el crecL
miento tumoral (Figura 3).

En el So de ATRse ve nuevamente que la fracción rei
ponsable de la exacerbación tumoral es la Fl de 220-250 KDde

PM (Figura 4)



En resumen, la Fracción de mayor PMes la responsa

ble de la exacerbación tumoral en los sobrenadantes de esple

nocitos de portadores de tumor en estadios precoces. En esta
dios avanzados encontramos también otra fracción responsable
de dicha exacerbación que Se encuentra en la zona de IOOa lO

KDque desaparece rápidamente cuando se extirpa un tumor avag
zado.

2.l.4.3. Conclusión

Anteriormente demostramos que sobrenadantes de es
plenocitos de portadores de tumor tienen actividad exacerba
dora del crecimiento tumoral. Esta actividad desaparece a di
Ferentes tiempos luego de la cirugia tumoral dependiendo de
cual es el estadio tumoral en el momentode la cirugia. EI
Factor/s exacerbador (EF) en ETBdesaparece dentro de las 24

hs de la cirugia tumoral. En el caso de un tumor avanzado la
actividad esplénica persiste por dos semanas luego de la ex
tirpación tumoral (Jasnis, I987).

Ahora fraccionamos por Sephadex-GIOO los sobrenadan

tes esplénicos de ETB, ATB, ATR, y BN.

Los ensayos "in vivo" sobre cl crecimiento tumoral,

demostraron que la Fl proveniente de SoETBo SOATRtiene actL
vidad exacerbadora.

Cuando probamos las fracciones de SoATBencontramos

que tanto Fl como F2 tienen actividad exacerbadora tumoral.
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Asf, mientras en los sobrenadantes de esplenocitos
de un portador precoz encontramos sólo un Fracción con acti
vidad exacerbadora, en un portador avanzado encontramos dos
Fracciones con la mismaactividad (Fl y F2). Es interesante
observar que la cirugia del tumor avanzado induce la rápida
desaparición de la actividad en F2.

Otros investigadores (Ptak, |982) inFormaron que un
Factor biológicamente activo estaba Formadopor dos subFacto
res, pero estos por separado no tienen actividad. En nuestro
caso observamos que tanto Fl como F2 son activos separadamen

te. De todos modos no podemos descartar la posibilidad de que

ambos actuen en Forma conjunta en el sobrenadante sin Fraccig

nar. Alternativamente F2 podria ser un Fragmento de Fl que
conserve intacto el sitio activo.

La caracterización parcial mostró que Fl es una gli
coproteina estable a varios ciclos de congelación y deSConge—
lación y a baja Fuerza iónica.

Watanabe y colaboradores (Watanabe, l978) aislaron
un Factor inmunosupresor que tenia bajo PMen medios libres
de SFB, pero de alto PMen medios con SFB. Ellos pudieron

comprobar que este Factor de bajo PMse une a unacX-globulina

en medios con suero y muestra asi un mayor PM. En nuestro m2

delo esto no ocurre ya que todos los cultivos se realizaron
en medios libres de suero por lo tanto la Fl misma tiene un
PMalto.

Previamente encontramos que los IinFocitos B eran



responsables de la exacerbación tumoral en estadios precoces
(Eiján, |987b). Relacionando esto con el pe30.mo|ecu|ar ele
vado de Ia primer fracción podemos pensar que anticuerpos o

complejos inmunes pueden estar involucrados en dicha exacerbg
ción tumoral, comosugieren otros autores (Havemann, ¡980; Ei
parza, ¡983, Doan, |980).
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E8quemade clusion de un sobrenadante de cultivo de esg|enocitos

Fraccionado por Sephadex GIOO

FIGURA I

PM log IO 00(280nm)
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Efecto del SoETRy sus fracciones sobre cl crecimiento
tumoral in vivo

FIGURA 2
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Efecto del SOATBy sus fracciones sohwo el
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Efecto del SoATRy sus Fracciones sobre el crecimiento
tumoral in vivo

FIGURA 4
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2.l.5. Neutralización de la actividad exacerbadora tumoral
con antisueros xenogeneieos

Diversos estudios tanto in vivo como in vitro han

demostrado que, bajo ciertas condiciones, las células lin
Foideas pueden comportarse estimulando el crecimiento tumo
ral (Chen, l988; Ting, |982).

La exaltación tumoral es atribuida a la presencia
de Factores que suprimen la reSpuesta inmune, liberados por
linfocitos o por las mismas células tumorales (Koppi, |983;
Cheung, l979; MedoFF, l986).

Se ha encontrado Factores exacerbadores del tumor

(EF) en medios condicionados por esplenocitos provenientes
de portadores de tumor (Gabizon, l976; Subramanian, l978;
lsakov, l978, Maier, |98|). En nuestro modelo hemos encon

trado dichos Factores en sobrenadantes de esplenocitos de
portadores de tumor precoz y avanzado. La actividad Facili
tadora tumoral no Fue detectada en sobrenadantes de cultivo

de esplenocitos normales (Jasnis, l987).
Esplenocitos de un ETB liberan al medio de cultivo

un FE de alto peso molecular (230 Kd). En estadios avanza

dos del crecimiento tumoral, la actividad exacerbadora se en
contró en dos zonas (230 Kd y IOO-IO Kd) (Eiján, l989a).

En vista de estas diferencias preparamos sueros in
munes xenogeneicos dirigidos contra SoETB, SoATBy SoBN con

el objetivo de conocer algo más acerca de la naturaleza del
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FE y en un intento de modular la actividad exacerbadora tu
moral.

2.|.5.|. Materiales y Métodos

Tumor

Se usó el adenocarcinoma mamario Sl3 ya descripto
en el punto2.l.|.|.

Animales

Se usaron ratones BALB/cde 8 a l2 semanas de edad

apareados por sexo. Los animales Fueron randomizados trans
plantados con tumor S|3 para obtener los siguientes grupos:
a) ETB, b) ATB y c) BN como grupo control.

La obtención de estos grupos se explicó en detalle
en2.|.l.l.

Suspensión de células tumorales: Fue preparada comose des
cribe en 2.l.l.l.

Sobrenadantes dc cultivos de esglcnocitos: Sc preparan los
sobrenadantes de esplenocitos de ETB, ATB, BNde la misma

Formaque se explicó en 2.|.l.l.

Preparación dc los antisueros: Los sobrenadantes de esplcno
citos que Fueron conservados en forma liorílizada, se disol
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vieron en agua tal que quedaron concentrados cinco veces
(5 mgde proteina/ml).

Para culquiera de los tres antigenos se usó el mis
mo eSquema de inmunización.

Los conejos se inocularon por via i.m. con l ml de

Ag emulsionado con l ml de CFA (Difco) una vez por semana du
rante un mes.Diez d5|uego de la última inoculación se tomó

una pequeña muestra de sangre y se ensayó por el método de
Ouchterlony (Ouchterlony, |958) la aparición de bandas de
precipitación Ag-Ab. Entonces los conejos recibieron tres
inyecciones adicionales con volúmenes de |.5 a 2.0 ml cada

vez sin adyuvante espaciadas 3 dias por vfa i.p. e i.m. al
ternativamente.

Diez dias luego de la última inyección los conejos
se sangraron y el suero fue conservado lioFiIizado hasta su
uso.

Un pool se suero de conejo normal (SCN) se usó co
mo control.

Ensayo de actividad biológica

Ensayo de la actividad de los antisueros sobre el
crecimiento tumoral

Los animales reciben 2 inyecciones (2.0 ml ip) de
los diferentes sueros inmunes a los dias —l y 6. En ol dia co



_8¡_

3
P0 '05 ratones reciben 20 g IO células Sl3 en la almohadi||a
plantar. Se registra el crecimiento tumoral, cada dos dias.
Los sueros Fueron los siguientes:
a) suero de conejo normal. (SCN)

b) suero de conejo inmunizado con SoBN (Anti-SoBN).

c) suero de conejo inmunizado con SoETB (Anti-SOETB).

d) suero de conejo inmunizado con SoATB(Anti-SOATB).

Todos los experimentos Fueron repetidos por lo menos
tres veces y cada grupo experimental consta de IO animales.
Las comparaciones estadisticas Fueron hechas con el test de
Student.

Ensayo de la neutralización de la actividad exacerbadora: por
los antisueros: Dado que los antisucros por si solos no modL
Fican el crecimiento tumoral in vivo, procedimos a estudiar
su efecto sobre Ia actividad exacerbadora.

Los antisueros se inocularon en ratones que recibig
ron sobrenadantes exacerbadores según el protocolo que se
muestra a continuación.

DIA -| DIA 0 DIA/É1/ 'zl/ 2r
C__# fi

Anti suero
uSobrc-nadantc ‘ 3 .

, . 20x|0 O.I ml Ip
A t._ ‘ exaltador ,l I SI

n I suelo 0-05 ml SC ce u as 3

l'p' registro del
0.| m|(| dosis)
ó 0.2 m|(2 dosis)

crecimiento
tumoral en

la puta



Se realizaron 3 series de experimentos.
El primero de ellos para estudiar la neutralización

del SoETBpor el Anti-SoETB. Por lo tanto todos los anima

les recibieron en el dia —I, 0.05 ml de SoETBen la almoha

dilla plantal (sc). Los antisuero fueron administrados por
via i.p. en los dias —Iy 6. Los grupos que constan de IO
ratones cada uno son los siguientes;
a) Control exaltador: 0.05 ml SoETB+ Suero de Conejo

Normal (SCN) (dia —I y 6).

b) Anti-SoETB (l dosis): 0.05 ml SoETB (dra —I) + 0.I ml.

Anti-SoETB (Dia —l y 6).

c) Anti SoETB (2 dosis): 0.05 ml SoETB (dia —I) + 0.2 ml An

ti-SoETB (dia —I) + 0.| ml Anti

SoETB (dia 6).

d) Control del crecimiento tumoral: 0.05 ml medio |99 + 0.2
ml SCN (dia —I) + O.| ml

SCN (dia 6).

Se incluyó un control adicional; con sobrenadante de
eSplenocitos de ratón normal (SoBN) para mostrar que no indg
ce exacerbación tumoral (Fig. l).

La segunda serie de experimentos se realizó según
el mismoprotocolo para estudiar la neutralización del SoATB
con Anti-SoATB (Fig. 2).

La última serie de experimentos se realizó con el
objeto de estudiar si existe noutralización cruzada. Por lo
tanto se estudió Ia neutralización del SoETBcon Anti-SoATB
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y con Anti-SoBN y la neutralización del SoATBcon Anti-SoETB

y Anti-SoBN (Fig. 3 y 4)

Ensayos in vitro

Ensayo de citoxicidad mediada por anticuerpo complemento de

pendiente: ¡06 eSplenocitos provenientes de bazo de ratón
normal (L-BN); de ratón portador de tumor precoz (L-ETB) y de

ratón portador de tumor avanzado (L-ATB) se incubaron a 4°C

durante 60 min con 0.l ml de los antisueros xenogeneicos inag
tivados (56°C 30 min) y diluidos |:I0 en medio TCI99. Se usó

la dilución |:IO para los antísueros dado que a esta dilución
no tenian citotoxicidad ineSpechica.

Luego la suSpensión de células Fue centrífugada y rg
suSpendida en su volumen original con complemento de cobayo
de baja toxicidad diluido |:4. La mezcla Fue incubada a 37°C
por 60 min. La viabilidad celular se determinó por Tripan
blue. El indice de citotoxicidad se calculó con la siguiente
Fórmula:

% células muertas con Ab+C—% cel.muertas con C'
IC = x lOO

lOO - % cel. muertas con C'

La experiencia se realizó por duplicado y se repi
tió 3 veces con iguales conclusiones la tabla l muestra los
resultados de una experiencia representativa.

Los resultados fueron evaluados por un ANOVA(test
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de Tukey) y test de Student.

2.l.5.2. Resultados

Neutralización de la actividad exacerbadora por
sueros inmunes Anti-Sobrenadantes.

La Figura l muestra que el Anti-SoETB es capaz de
neutralizar in vivo la actividad exacerbadora del SoETBsó

lo cuando se emplea la dosis mayor del antisuero.

La Figura 2 muestra que el Anti-SoATB neutraliza

al SoATBtanto cuando se emplea la menor como la mayor do

sis. Nosotros demostramos que los SoBNno exaltan el cre
cimiento tumoral, por lo tanto lo incluimos como control ne
gativo. El suero de conejo normal no modifica ni el creci

miento tumoral ni la actividad exaltadora tumoral (Fig. l y
2).

Neutralización cruzada de la actividad exacerbadora

tumoral por los inmuno sueros.

Dado que ambos antisueros Fueron capaces de neutra
lizar Ia actividad exacerbadora de su propio antfgeno, deci
dimos estudiar si neutralizan en Forma cruzada. En este ca"

so se usaron para todos los antisueros la dosis mayor. La
Figura 3 y 4 muestra que ambos antisueros dan reacción de
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neutralizacíón cruzada. Tambiénse ve que el antisuero di
rigido contra SoBNneutraliza la actividad exacerbadora del
SOETB y SOATB.

Citotoxicidad in vitro mediada por anticuerpos de
pendiente de complemento.

La tabla l muestra los resultados de una experien
cia representativa de citotoxicidad con Ab.

Se puede observar que en principio el Anti-SoETB es

más tóxico que el Anti-SoBN o Anti-SoATB (p <;0.05). Esto
podria ser una caracteristica intrinseca del antisuero, pero
dado que no ocurren en ausencia del complemento, se descarta.

Asi, puede deberse a la presencia de mayor cantidad de Ab citg
tóxicos pero dependientes de complemento.

Es muy importante observar |os resultados obtenidos
con el Anti-SoETBsobre los linfocitos provenientes de dife
rentes Fuentes. Se ve que el Anti-SoETBmata significativa
mente más linfocitos de BNque de ETBy ATBrespectivamente.

Esto podria estar indicando que en la superficie de los L-BN
se encuentran ciertos Factores que son liberados ai medio de
cultivo cuando los linfocitos provienen de un portador de tu
mor en estadio precoz. Entre las sustancias liberadas se en
cuentra el factor exaltador, ya que este antisuero in vivo
es capaz de neutralizar esta actividad. Asi el paso siguieg
te de este estudio es la purificación del Abespecifica para



-86

el Factor exaltador.

2.l.5.3. Conclusión

Previamente demostramos que sobrenadantes de es
plenocitos de portadores de tumor tienen actividad facili
tadora del crecimiento tumoral. Esta actividad desaparece
con diferente velocidad luego de la cirugia tumoral depen
diendo del tamaño que el tumor tiene en ese momento (Jasnis,
|982; Oisgold-Dagá, |98|).

El objetivo de este estudio Fue intentar una neutrg
lización inmunológica de la actividad exacervadora tumoral,
asi como también profundizar el mecanismo acerca del FE.
Por lo tanto preparamos sueros inmunes xenogeneicos contra
los sobrenadantes exacervadores y los ensayamos in vivo.

Cuandose inocularon los antisueros junto con las
células tumorales observamos que no tienen efecto tóxico so
bre los animales y que no afectan el crecimiento tumoral.

El paSOsiguiente fue la inoculación de los antisug
ros junto con los sobrenadantes con actividad exacervadora.
Observamosque el Anti-SoATBneutraliza la actividad exacer
vadora del SoATBtanto con la dosis menor como con la mayor.
Por el contrario el Anti-SoETBsólo neutraliza la actividad

del SoETBcuando se emplea la dosis mayor. Estas diferencias
entre ambos antisueros puede ser atribuida simplemente a una
respuesta diferente de los conejos que sirvieron para la pre
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paración de ambos antisueros. Aternativamente el SoATBpue
de ser más antigénico que SoETBy en consecuencia generar
más anticuerpos en el conejo.

Cuandose realizaron estudios de neutralización en

Forma cruzada se observó que ambos antisueros son capaces de
neutralizar tanto al SoETBcomoSoATB. Estos resultados su

gieren que el FE/s presenta en ambos sobrenadantes esuna mig
ma entidad molecular o por lo menos tiene los mismos determL
nantes antigénicos. En vista de esto, podemosdecir que la

Fracción de menor peso molecular presente en el SoATBcon ag
tividad exacerbadora (Eiján, l989a) es un Fragmento de la
de mayor peso molecular.

Observamos, además, que el Anti-SoBN es capaz de

neutralizar la actividad exacerbadora del SoETBy del SoATB.

Por lo tanto el FE podria ser un componente normal que sólo
se libera en las condiciones de cultivo cuando los eSpleno—
citos provienen de un portador de tumor, ya que el SoBNno
exacerba el crecimiento tumoral. Alternativamente, dicho
factor podria encontrarse en los SoBN, pero en tan pequeñas
cantidades que no es suficiente para exacerbar el tumor, pe
ro se puede desencadenar un reSpuesta de anticuerpos en un
conejo.

Varios investigadores (Putnam, l985; Klein, l985;
Diament, |985), informaron que el factor exacerbador es se
cretado y producido por la propias células tumorales. En
nuestro modelo el FE es producido por los eSplenoeitos (Eiján,
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l987a). Por lo tanto prodriamos eSpecular que el FE está
presente en la superficie de linFocitos normales pero que se
liberan en cultivo cuando los esplenecitos son activados in
vivo por la presencia del tumor, (Maier; ¡982).

Esta hipótesis está en parte apoyada, por el ensayo
de citotoxicidad que demuestra que el Anti-SoETB actua más
sobre linfocitos normales que sobre los de portadores de tu
mor. De todos modos esto es indicativo ya que es necesario
un ensayo con anticuerpos purificados eSpechicos para el FE.

Anteriormente demostramos que el FE no tiene un efes
to directo sobre las células tumorales en cultivo (Kier JoFFé,
|987). Por lo tanto se podrfa pensar due el FE actuarïa como
un regulador inmunológico.

Koppi (l984a), demostró que tales reguladores inmu
nológicos poseen determinantes antigénicos codificados por la
región l de los genes del complejo mayor de histocompatibili
dad. Serra interesante estudiar esta posibilidad en nuestro
modelo.
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Jvl SOETBin vivo con Ántí-SoETB

FIGURA I
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in vivo del SoATB con Anti-SOATB

FIGURA 2
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Noutrulización in vivo del SoETBcon Anti-SOATBJ Anti-SoBN

FIGURA 3
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Noutr‘alización in vivo del SOATBcon AH‘ti-SOETBJ Anti-SOBN

FIGURA 4
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Ensayo dc la CÍtOtOXÍCiddd :rwdiada pm‘ anticuerpos

dependiente de complemento

TABLA l

ANTISUEROS

Anti —BN Anti —ETB Anti —ATB

BN I3.5:6.5 í73.0-_+4.0. 20.0il.0

ETB 7.0i3.o >l47.o¿¡2.o 5.5io.5

ATB I2.5i5.5 37.5¿8.5 - ki, 7.5i0.5

XiDS ; n=2 ; * p<0.05
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2.l.6. Angiogónesis inducida por linfocitos (LIA)

La angiogénesis es un proceso que involucra no sólo
el crecimiento de vasos preexistentes sino también la Forma
ción de nuevos vasos (Zawicki, |98|). Este es un Fenómeno

normal en tejidos en regeneración (Glaser, ¡980; Gospodaro
wicz, ¡978), en procesos inflamatorios y de hipersensibili
dad tardia (Thakral, |979). Por lo tanto muchostejidos no:
males producen Factores angiogénicos (Folkman, |986; Feder
man, |980; D'Amore, |98|).

El fenómeno de angiogénesis se observa también en

condiciones patológicos como inflamaciones crónicas o patolg
gïas tumorales (Folkman, |975b).

La capacidad de estimular el crecimiento de nuevos
vasos es una propiedad Fundamental de los tejidos tumorales
Frente a los normales que le dieron origen (Algire, |945).
Esto se debe a que la vascularización es indiSpensable para
el crecimiento tumoral. Las células tumorales además de

tener una acción directa sobre los pasos del huéSped son ca
paces de activar a células del sistema inmune, quienes a su
vez pueden inducir respuesta neovascular (Kaminsky, |98|;
Polveríni, I977; Polveríni, |984).

Esplenocitos inyectados intradermicamente en combi
naciones alogenéicas o semialogenéicas evocó una compleja
respuesta neovascular llamada angiogéncsis inducida por lin
focitos (LIA) (Auerbach, l976). Además, células de baso de
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ratones portadores de tumor, también inducen una Fuerte res
puesta neovascular aún en combinaciones singeneicas. Esta
reSpuesta se denomina Angiogénesis inducida por linfocitos
singeneicos (SLlA) y aparece muytempranamente durante el
desarrollo tumoral (Davel, |984; Davel, l985; Miguez, |986).

A continuación discutiremos brevemente los pasos de
la angiogénesis inducida por linfocitos y en particular, en
patologíastumorales. Finalmente relacionaremos el SLIAcon
Factores que intervienen en la exacerbación tumoral mediada
por el sistema inmune.

Proceso angiogénico

El proceso angiogénico sigue una serie de pasos que
Son los mismos aunque el agente desencadenante sea diferente
(Zetter, |98|). Los nuevos vasos sanguíneos crecen a partir
de vénulas o de capilares, nunca lo hacen a partir de vasos
mayores.

Los pasos son los siguientes:
a) Las células endoteliales reciben el estimulo angiogénico
y segregan altas concentraciones de colagenasa y activador
de plasminógeno (AUSprunk, l977; Moscatelli, |98|), produ
ciendo asi la degradación de la membranabasal del endotelio
capilar.
b) Migración de las células endoteliales hacia la zona del es
timulo angiogéníco y alineación de estas en forma bipolar
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(Gross, |983).
c- Formación del lumen (Nicosia, l983).

d- Comienzana dividirse las células de la parte media, mieg
tras que las apicales siguen migrando.

e- Los brotes vasculares se anastomosan formando rulos y leg
tamente comienza el Flujo sanguíneo en el interior de los ru
los.

F- Aparecen pericitos a lo largo de todo el capilar y se sig
tetiza nueva membranabasal.

Sistemas empleados para estudiar la anqiogénesis.

a) Cámarastransparentes: fueron utilizadas tanto para estg
dios de angiogénesis por procesos inflamatorios (Sandison,
|924; Clark, l930) comopara estudios de angiogénesis tumoral
(Algire, l943; Algire, l945).

Se diseñaron distintos tipos de cámaras que podian
ser implantadas en diferentes lugares anatómicos de animales
de experimentación, con la gran ventaja de que el tumor per
manece separado del animal por una membrana (Sanders, l964;

Greenblat, |968).
b) Membranacorioalantoidea de embrión de pollo (MCA): es un
sistema ampliamente usado para el estudio de la angiogénesis
Para exponer la MCAes necesario formar una cámara de aire a:
tificial en el diámetro mayor del huevo y luego se realiza
una abertura en la cáscara (AUSprunk, ¡9757 Auerbach, l974)
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y se apoya el tumor sobre la MCAy se cierra la cáscara. La

respuesta vascular es visible entre las 48 y 72 horas.
Esta técnica se usa para el estudio de muestras só

lidas o en solución. Tiene la ventaja de ser sencilla y po
co costosa y la desventaja de que no puede usarse para cuan

tificar sino que la reSpuesta es positiva o negativa (Folkman,
I975a), la técnica es más confiable cuando se realiza comoti
tulación de punto Final.

Esta técnica también puede ser usada para ensayos
de inhibición de la angiogénesis (Barnhill, |983; Caste||ot,
¡982; Pliskin, ¡980; Burgos, ¡983; Sariola, |983; Lutty,
|983; Vu, ¡985).

Tiene una desventaja adicional y es que puede dar
Falsos positivos por reacciones inflamatorias inespechicas
de la MCA(Jakob, |978; Einsenstein, |973).

c) Ensayo sobre córnea de conejo en una región ocular avascu
lar. En estos casos se usan polímeros de liberación lenta
eSpeciaImente para el estudio de angiogénesis con extractos
acelulares.

Los polímeros usados son: poli-(2-hidroximetil-me
tacrilato) y etilen-viniI-acetato, que permite la difusión
lenta aún de macromoléculas. (Langer, ¡976).

d) Ensayos con celulas endoteliales: se han desarrollado cul
tivos de células endoteJiales para determinar primero su emi

. . , . _
gración y luego la prolnferacuón Frente a estimulos angiogé
nicos.
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Los estudios de migración se pueden realizar en las
conocidad cámaras de Boyden o por fagocitosis de oro coloidal
(Zetter, |980) o por migración en geles de agarosa (Alessan
er l983). Los ensayos de proliferación frente al estímulo
de diferentes extractos se realizan por la incorporación de
precursores marcados (Ness, |98|; Bowman,|98|; Davison, l983;
Olander, l982).
e) Ensayos para medir angiogenesis inducida por linfocitos:
existen dos ensayos de angiogénesis inducida por linfocitos.
Estos son, el ensayo alogeneico (Auerbach, l979) que se rea
liza en ratones irradiados y el ensayo singeneico (Davel,
|984) que se realiza en animales sin irradiar. El ensayo se
realiza ¡noculando linfocitos inmunocompetentesintradermica
mente en la piel del ratón. Luego de un tiembo se sacrifi
can los animales y se cuantifican la densidad de nuevos va
sos bajo lupa.

lnductores de la actividad anqiogénica.

La iniciación del proceso angiogénico es el resulta
do de varios factores que interactuan a diferentes niveles
un factor quimiotáxico y un factor de multiplicación celular
endoteliar, para desencadenar la proliferación de los vasos
sanguíneos. Por lo tanto muchosde los factores de creci
miento celular tienen en alguna medida actividad angiogónica
ya que en general son mitogónicos, pero los más eSpecfficos
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son una Familia de Factores que tienen aFinidad por la hepa
rina, comoel FGF(Fibroblasto growth Factor), (Lobb, l986;
Thomas, |986; Thomas, ¡984; Baird, |985; Gospodarowicz, l985;

Presta, |986; Schereiber, l985; Jaye, ¡986; Mergia, |986).
b) Factores de crecimiento de células endoteliales (ECGF)se

presentan bajo dos Formas dty fi , tienen alguna homologfa
con el FGF (Burgess, l986).

c) Factores de crecimiento epidérmico (EGF) es producido por
la glándula salival del ratón macho. Tiene capacidad mito
génica y es potenciado por la insulina (Rall, l985; Oka,
l983; Weissman, l983).

d) Factores de crecimiento transFormantes (TGF) Son una gran

variedad de Factores con diferentes caracteristicas y con dig
tintos receptores celulares. Tienen en comúnsu capacidad de
inducir transFormación celular. Se han descripto muchos TGFs

siendo los más comunes elrgy elfi (Hirai, |983; Yamahok, l984).
e) Factor de crecimiento aislado de plaquetas (PDGF)es uno
de los mitógenos más potentes que se encuentra en el plasma

sanguíneo. Tiene actividad quimiotáetica para diferentes cg
lulas (Seppa, l982).
F) Factor necrótico tumoral (T NF), es una linFoquina, que
existe bajo dos Formas TNFm(f\producido por macróFagos acti

vados, y TNF43 liberado por linFocitos. El TNFJXinduce la
Formación de vasos in vivo y la quimotaxis in vitro. Esta
linFoquina tiene ademáseFecto citotóxico sobre células neo
plásicas (Stolpen, |986; Sato, ¡986; Leibovich, l987).
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Factor angioqénico tumoral

Folkmanaisló en |97| a partir de extractos tumora
les un producto que denominó Factor angiogénico tumoral (TAF).

Este compuesto también estimula células endoteliales y actL
va procolagenasas promoviendo la degradación de membranas bg
sales (Folkman, |97|; Weiss, ¡979; Weiss, l983).

Otras proteinas que intervienen en procesos de coa
gulación y regeneración de tejidos son potenciales regulado
res de la angiogénesís. Podemosnombrar al activador de plas
minógeno, Fibrina, Fibronectina, etc. (Gross, |982; Ali, l978;
Vasalli, |963).

Inhibidores de la angiogénesis.

La angiogénesis comocualquier evento fisiológico
tiene un ciclo regulatorio. Asf, los Factores inductores es
tan balanceados por Factores inhibidores. Aparentemente en
el plasma circulan compuestos con actividad angiostática por
ejemplo han demostrado tener actividad antiangiogénica la

combinación de heparina e hidrocortisona¡TGF-p e IFN-‘É
(Fokman, l983; Ozanne, l982; Todaro, |982) los dos últimos
actuan inhibiendo en particular la proliFeración de células
endoteliales.
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Angiogénesis inducida por componentes del sistema
Inmune.

La angiogénesis comose explicó anteriormente es
un complejo mecanismo en cascada que actua directamente e
indirectamente. En particular se analizará aqui la angio
génesis producida por células del sistema inmune.

Angiogénesis inducida por macróFaqos

En tejidos dañados donde aparecen condiciones de
hipoxia, comopor ejemplo heridas, inflamación disminución
de Flujo sanguíneo o tumores, se promueve la rápida migra
ción de macrófagos.

Estas células promuevenuna respuesta vascular que
restaura las condiciones normales (Knighton, |98|; Thakral,
l979; Polverini,l977). Por ejemplo el TNF-diproducido por
macróFagosactivados estimula la respuesta angiogénica, es
to se comprobóutilizando anticuerpos que anulan su acción
(Leibovich, l987).

En este proceso intervendrian también las plaque

tas quienes con la liberación de TGF-(3 serian las responsa
bles de la quimiotaxis sobre los monocitos
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Angiogénesis inducida por mastocitos.

Los mastocitos Son una de las principales células
involucradas en la reSpuesta inflamatoria a pesar de no ser
directamente angiogénicos favorecen el rápido crecimiento
vascular, probablemente por la liberación de factores qui
miotácticos (Azizkhan, |980; Kessler, |976).

Angiogénesis inducidagpor linfocitos.

Se ha demostrado que la transferencia de linfoci
tos competentes en huespedes irradiados tanto alogeneicos
comosemialogeneinns, produce una respuesta de proliferación
vascular. Esta reacción recibió el nombrede angiogénesis
inducida por linfocitos (LIA). El LIA no se manifiesta en
combinaciones singeneicas o en combinaciones semialogeneicas
donde el donante es el hibrido de primera generación y el
receptor es de la cepa parental (Auerbach, |976). Esto
muestra que esta reacción se obtiene cuando existen diferencias
en el complejo mayor de histocompatibilidad entre huesped
y'donoP. Se ha demostrado además que las células reSponsa
bles de la inducción del LIA son células T productoras de

linf0quinas (Rohen, |98|).
Las Dras. Davel y Miguez han extendido la técnica

del LIA a un modelo singeneico. Han demostrado que aparece

una re5puesta angiogénica on un sistema singeneico (SLIA)
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cuando el donor de linfocitos es un portador de tumor (Davel,
|984; Miguez, |986).

Es posible que tanto el LIA como el SLIA sean meca

nismos mediados por linFoquinas angiogénicas. Asi, es pro
vable que enfermedades-diferentes que involucren procesos
de neovascularización tengan en común la liberación de di

chas IinFOquinas. Por lo tanto nos concentraremos en el estg
dio del SLIA mediado por productos solubles liberados por
los linfocitos en cultivo. Nos propusimos estudiar particulag
mente la relación entre la angiogénesis y el crecimiento tu
moral.

Comodemostramos anteriormente los medios condicio

nados por eSplenocitos de portadores de tumor exacerban el
crecimiento del mismotumor.

Davel (Davel, l984) demostró que los esplenocitos
de ratones portadores de tumor despetaban una fuerte res
puesta angiogénica. Dado que la angiogénesis es uno de los
procesos que Facilitan el desarrollo tumoral, investigamos
si este Fenómenoestá mediado por productos solubles. Estu
diamos además que ocurre luego de la cirugia tumoral y fi
nalmente cual es la población reSponsable de la inducción
del SLIA.

Por un problema técnico los medios condicionados no

pueden ser directamente inoculados en el ensayo de SLIA yn
que difunden. Por lo tanto los sobrenadantes fueron transfe
ridos a ratones normales, quienes Fueron luego los donorcs
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de esplenocitos. Esta transferencia se realizó porque como
mostramosanteriormente (en sección 2.|.|.2.) la actividad
exacerbadora puede ser transferida a ratones normales

2.|.6.l. Materiales y Métodos

Tumor

Se usó un adenocarcinoma mamario (Sl3) singeneico
de la cepa BALB/ccon mediana capacidad metastásica en pul

Imon .

Animales

Los animales Fueron obtenidos del Bioterio del Ins

tituto "A.H.RofFo". Se usaron ratones de 2-3 meses de la cg
pa BALB/c.

Los ratones recibieron el tumor S|3 por transplante
subcutáneo con trocar y se dividieron en cinco grupos: ETB;
ATB; ETR; ATRy normales como se detalló en el punto 2.|.l.l.

Procesamiento de los bazos: el procesamiento de los bazos y
la obtención de los sobrenadantes de cada uno de los cinco

grupos se realizó con la mismametodología descripta en 2.l.|.|.

Eliminación de células T por tratamiento con suero Anti-Th¿|.2;
Para estudiar cual es la población celular comprometida en la
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inducción de SLIA, los esplenocitos fueron tratados con An
ti-Thy |.2 y complemento, previo a ser cultivados. La meto
dologia se discute detalladamente en la sección 2.|.3.|.

Separación de células de bazo por columna de lana
de nailon.

La técnica se explica en detalle en el punto
2.I.3.l. Esta técnica se emplea para enriquecer la suspen
sión de esplenocitos en LT, ya que LB y macróFagos qucdan
retenidos en la columna de lana de nailon.

El rendimiento de células T luego de dos pasajes por
columna de lana de nailon Fue del 20%.

La pureza de las células fue del 50-55% en el primer

pasaje y del 80% luego del segundo pasaje.

Transferencia de los sobrenadantes a ratones norma
es.

Los sobrenadantcs de bazo de cualquiera de los cinco
grupos se transfirieron a ratones normales por inoculación de
0.l ml por vfa intraperitoneal 24 hs antes de extirpar los bg
ZOS 
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Preparación de la suspensión de bazo de los anima
les transferidos.

La suspensión de esplenocitos se preparó por dis
persión mecánica comose indica en el punto anterior. Las
suspensiones usadas para el ensayo de SLIA tienen una den
sidad de 40 x IO6 células/ml.

Ensazo de SLIA: ESplenocitos de ratones transferidos con los
distintos sobrenadantes se ajustaron a una concentración de
40 x_|06 células/ml. Se inyectaron intradermicamente en ra
tones normales en un volumen de O.| ml. Estos ratones deno

minadosreceptores, reciben dos inyecciones bilaterales de
las células.

Cinco dias más tarde los receptores se sacrifican,
la piel se separa cuidadosamente y se observa bajo lupa con
un aumento x 6.4.

Un eSquema del ensayo se muestra en la Figura l.

Cuantificación de la vascularización: La cuantificación se
realiza midiendo la densidad de vasos. El procedimiento es
el siguiente: se Fotografia el sitio de inoculación. Luego
de proyecta en una pantalla reticulada donde cada cuadrado

2
representan l mm de piel. El area total medida es de 2|6

2 Í Í 'mm. Se cuenta el numero de vaSOS en la pantalla por tecni

ca de dobre ciego y se calcula la densidad(d) por la siguiefl
te Fórmula:
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_ E número de vasos por Cuadradod

número de cuadrados

Análisis estadistlco: los resultados Son evaluados en todos
los casos por el test de student. Los experimentos se rea
lizaron por lo menos tres veces.

2.l.6.2. Resultados

Actividad angiogénica de los sobrenadantes de bazo
de ratones portadores X exportadores de tumor

Los resultados correSpondientes se encuentran en.la
Tabla l.

Puede verse claramente que los sobrenadantes de bazo
de portadores de tumor (SoETBy SOATB) tienen factores solu
bles capaces de inducir angiogénesis en receptores normales.

Luego de la cirugia tumoral el fenómeno es diferente.
Si la cirugia se realiza en una etapa precoz, los sobrenadag
tes (SoETR)ya no manifiestan actividad angiogénica, pero si
la cirugia se realiza en una etapa avanzada (SoATR),si pode

mos encontrar la actividad angiogénica. Esto es muysugestL
vo ya que podemos observar que es un fenómeno que en princi
pio corre en forma paralela con la exacerbación tumoral.
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Población celular responsable de la inducción del
SLlA en sobrenadantes de bazo de portadores de
tumor.

En la Tabla 2 se muestran los resultados. En este

caso no se separaron en ETBy ATBdebido a que tenían igual

comportamiento.

Se ve claramente que la población celular responsa
ble de la inducción del SLIA es la de linfocitos T. Las di

Ferencia observada entre la población no tratada y la enri
quecida en LTsi bien no es significativa podria estar indi
cando que los macroFagos juegan un papel en esta respuesta.

Ademáscomparando estos resultados con los mostra

dos anteriromente de exacerbación tumoral vemos que la acti
vidad angiogénica es un Factor más involucrado en la exacer
bación pero nó el únido. Esto puede deducirse del hecho de

que la actividad exacerbadora está mediada tanto por LT como
no T en ETBy por LT en ATBmientras que la actividad angio

génica está mediada por LTen los dos estadios tumorales.

2.l.6.3. Conclusión

Se deSprende de los resultados que la actividad an
giogénica está mediada por factores solubles. Estos Facto
res son liberados en las condiciones de cultivo por los eSple
nocitos de portadores de tumor y no por esplenocitos normales.
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Los Factores angiogénicos desaparecen de los medios
condicionados luego de la cirugia de un tumor precoz, pero
cuando se opera un tumor avanzado no. Este comportamiento

es similar al que ocurre con la actividad exacerbadora, por
lo tanto se podria inferir que entre los Factores que Favo
recen el crecimiento tumoral se encuentran los Factores an

giogénicos.
Finalmente demostramos que los linfocitos T son los

responsables de la liberación de dichos Factores.
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ESquemade la trggsrerencin de sobrenndanteS'para el
ensazo de S-LIA

FIGURA I

\/

0.| m] de sobrenadantes: SoBN
"p' SoETB

SoATB

I d_ SoETR'a SoATR
suspensión de eSplenocitos

4x|06e5plenocítos/0.lml

\_\\

0.| ml i.d.

5 dias

c—-——-«HHID0-C::>c

Respuesta vascular



Actividad S-LIA en sobrenadantes de cultivo de esplcnocítos
de ratones portadores de tumor.EFecto de la cirugia tumoral

TABLA l

ESplenoci tos de número de sitios Densidad de
ratones transfer idos de inoculación vasos/mm

con: (n) -X'j-_DS

SoBN ¡3 I .76i0.09

SoETB IS 4. I0i0_09-x--x-->s

SOATB [4 4_22:0_32-x--X--x

SoETR ¡3 I .62i0.06*

SoATR l | 3.85i0.07*"“

*-x-* p<0_00| ; no significativo
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Población celular reSponsable de la liberación de Factores
con actividad S-LIA

TABLA 2

Esplenocitos de número de sitios Densidad de
ratones transferidos de inoculación vasos/mm

(n) ¡ios

SoBN ¡6 |.7610.08

SoETB 6 SoATB ¡6 4.l6i0.09***

SoETB 6 SoATB I
enriquezido en LT Il 3_72i0_09***

SoETB 6 SoATB
enriquezido en
LnoT ¡4 |.87i0.05*

*** p<0.00l ; * no significativo



2.2. Exacerbación del crecimiento tumoral por Factores
séricos: Complejos inmunescirculantes.

Complejos inmunes Ag-Ab resultan de uniones no co
valentes entre un Ag y su Ab especifico.

La Formación de complejos inmunes circulantes (CIC)

representa la forma Fisiológica normal para eliminar Ag Foré
neos. Estudios in vivo e in vitro han suministrado más in

formación sobre mecanismos y Factores involucrados en la Fo:
mación, localización, depósito y Fagocitosis de los CIC, asi
comotambién la participación de ellos en reacciones inFlamg
torias (Salinas, ¡985; Salinas, l983).

Los CIC juegan un rol importante en la modulación
de la reSpuesta inmune humoral y celular por su interacción

lcon subpoblaciones T, B, células 'natural killer" y macróFa
gos (Leslie, |986; Ptak, l985; TheoFilopoulos, l980; Rossen,
|978; Oberbarnscheidt, |978). La modulación de la reSpuesta

inmune por CIC está mediada principalmente vía receptores cg
lulares para Fc o complemento y sus efectos pueden ser exal
tadores o inhibidores tanto de la respuesta humoral comode
la celular (Salinas, |985).

El desarrollo de nuevas técnicas más sensibles para
la detección de CIC ha permitido importantes avances en la
comprensión de enfermedades mediados por ellos, tales como
artritis reumatoidea y glomerulonerritis (Zubler, l978;
Mc-Duffie, l978). También se han determinado los niveles de
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CICen diversas patologías encontrandose correlaciones posi
tivas (Lambert, I978; Carpentier, l977; Doe, |973; Lockwood,
l977) en algunos casos. A pesar de las correlaciones encon
tradas, las evidencias no han sido tan contundentes comopa
ra ser empleadas comodesiciones terapeuticas. (Nydegger,
l977; Pussell, |978)

Algunos ensayos permiten la aislación y caracteriza
ción de los CIC, lográndose así la identificación del Ag en
algunas patologías humanas. Esto puede permitir el diagnós
tico de algunas infecciones subclínicas comopor ejemplo cul
tivos negativos en endocarditis bacterianas subagudas o la
detección e identificación de algunas patologías tumorales.

Aquí nos vamos a referir a las patologías tumorales.
Los desórdenes inmunológicos en patologías tumorales que in
volucran CIC dependen de varios factores tales comotamaño,

cantidad, volumen y composición de los mismos. Son de impo:
tancia los mecanismos involucrados en la formación,remoción

y deposición de los CIC, así como también la inducción de res
puesta inflamatoria y la regulación de la inmunidad humoral
y celular.

Discutiremoas brevemente los distintos pasos de la
formación del complejo inmune Ag-Ab, para pasar luego a la

descripción de las diferentes técnicas para la determinación
de los complejos. Finalmente se discutirá los resultados
presentados por otros investigadores en patologías tumorales,
comparando con los resultados presentados por nuestro grupo
de trabajo.



lnmungguimica de los CIC.

El conocimiento de la inmun0quimica de los CIC es

importante ya que su composición molecular puede afectar la
detección de los mismos. Además la circulación de los CIC

depende mucho de su tamaño molecular.

El tamaño y composición de los CIC depende de pro

piedades Fisic0quimicas tanto del A9 como del Ab, asi como
también de las concentraciones relativas de ambos.

Antigenos y anticuerpos interactuan entre si en ci:
culación estableciendo un sistema dinámico de Formación de

CIC y eliminación por el sistema reticulo endotelial o de
positándose en los tejidos (Lambert, l978).

Explicaré brevemente que factores pueden afectar
el tamaño y composición de los CIC, para luego discutir las
limitaciones de las técnicas de medición.

a) Valencia de Ag y Ab: La valencia tanto del Ag como del

Ab es importante para determinar la composición molecular
del CIC.

Cuando la valencia del Ag es unc o cercana a uno se

Formarán complejos inmunes chicos, mientras que si el Ag tig
ne una valencia grande tendrá posibilidad de combinarse con
más de un Ab y Formará redes entrecruzadas de gran tamaño.

La valencia del Ab influye de igual forma que la del

Ag en el tamaño de los complejos inmunes. Asi por ejemplo la

lgM Forma complejos de mayor tamaño que la IgG.
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b) Concentración: EI Factor más importante que influye en la
Formación de CIC es Ia concentración relativa de Ag y Ab.

Los complejos inmunes formados en exceso de Ag son

en general de tamaño pequeño, mientras que en la zona de quL
valencia donde no hay exceso de ninguno de los componentes

los complejos son de mayor tamaño.

En exceso de Ab el tamaño del complejo depende tam

bién de la valencia del Ag. Asi, si el Ag tiene una valencia

chica los CIC serán de tamaño pequeño, mientras que si el Ag
es multivalente Ios complejos precipitarán en exceso de Ab.

c) AFinidad de los Ab: El tamaño y composición de los CIC es

tá afectado por la afinidad del Ab.
La afinidad es Ia energia liberada en Ia unión de un

solo sitio de unión del Ab con el Ag. Se mide por equilibrio
de diálisis y'se expresa en Formaconstante de equilibrio.

d) Propiedades Fisicoquimícas de los Ag: Las propiedades Fisl
c0qufmicas de los Ag influyen en la Formación de los CIC tan
to en Formadirecta comoindirecta. Por ejemplo diferentes
Agson catabolizados con distinta velocidad influyendo asf
sobre Ia composición de los CIC (Emlen, ¡978; Chía, I979).

La afinidad de distinto Ag por membranasbasales de
terminan la formación de complejos inmunes precipitados en lu
gar de solubles (IZVI, l976).



Ensayos para la detección de CIC.

Los ensayos usados para la detección de complejos
inmunes se dividen en dos grupos basados en propiedades Fi
sic0quïmicas o inmunoquimicas.

Las técnicas Fisic0quimicas son métodos de separa
ción por tamaño, disminución de la solubilidad a 4°C y solu
bilidad diFerencial en soluciones de polietilenglicol (PEG).

Los métodos inmunológicos están Fundamentalmente bg

sados en unión al complemento (Clq), activación de complemefl
to, contenido de Ig y unión a receptores celulares (recepto
res para componentes del complemento o región Fc de la IgG).

Los ensayos más comunmente usados se eSquematizan en

la siguiente tabla (
Estos ensayos tienen ventajas y desventajas que ex

plicaré brevemente.

a) Ensayo del Clq en Fase liquidei se basa en la unión del
CIC al Clq radio marcado asi el complejo Formado es precipi

table por PEG.(Nydergger, l974). En este ensayo no son deteg
tables los CIC que no unen Clq o cuyo tamaño es tan pequeño
que no es precipitable por PEG.

Esta técnica tiene también Falsos positivos ya que
otras macromolóculas tienen capacidad de unión al Clq (DNA,
heparina, lipopolisacarido).

b) Ensayo de Clq en Fase sólida (Hay, l976), consiste en tu
bos de poliestireno recubiertos con Clq. El complejo inmune



Ensayo

ClqenFase

liquida

ClqenFase

solida

CélulasRaji Precipitación

conPEG

Propiedadesdedetección habilidadparaunirse
alClq

habilidadparaunirse alClq-conteniendo|9G. ComplejosconIgGconC3 presenteenelcomplejo(receptorC3) grantamañodecomplejo conIgG.

Causaspotencialesde:

Falsos+Falsos

CICquenounenClq ynoprecipitan

DNA,heparina lipopolisacarido

CICsinlgGqueno seunanalClq

AbantilinfocitosClCSinIgG

-II8

AgregadoseSpon táneosdelgG
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unido al Clq es detectado por el agregado de anticuerpos con
tra lgG o proteina A del estaFilococo radiomarcados. Ambas
sustancias se unen a la Fracción Fc de la IgG. Por lo tanto

complejos que no Fijen complemento no serán detectados, tam
poco serán detectados aquellos complejos que no estén Forma
dos por IgG. La ventaja es que dado que la Sonda sólo reco
noce IgG se eliminan los Falsos positivos que constituían un
problema en el ensayo en Fase liquida

c) Ensayo con células Raji (TheoFiIopoulos, |976): Se basa
en la detección de CIC que se unen al receptor de C3b de una

linea IinFoblastoide, los que luego se detectan por anticue:
pos anti-IgG radiomarcados. El ensayo es similar al de Clq
en Fase sólida, pero tiene algunas desventajas adicionales.
Una de ellas es que la técnica es muy costosa, ya que hay que
mantener las células en cultivo. Por otro lado los Ab anti

IinFocitos dan Falsos positivos (estos Abs son muycomunes
en pacientes con lupus eritematoso sistémico).

d) Métodos de precipitación con PEG(Rodrick, l982; Rodrick,
l983; KrapF, |982).

Se basa en la separación de CIC por su tamaño con la

subsiguiente detección de la lg por inmunediFusión radial.
Aunque estos métodos son menos sensibles que los otros, Son
Fáciles de realizar y pueden ser usados para aislar CIC.

Los resultados pueden expresarse como ug de Ig agrg
gados por calor, que es usada comocontrol positivo y detecta
cantidades entre l y IOOug/ml. Como los agregados de lg no
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son identicos a los CIC y tanto variaciones en el tiempo co
moen la temperatura, producen variaciones en la composición

del a9regado,tiene poca importancia para determinar CIC en sus
ro de pacientes. Alternativamente los CIC precipitados se
pueden medir por turbidimetrfa (Rodrick, |983) en cuyo caso,
la técnica puede ser usada para estudios seriados

Correlación entre los diferentes ensayos.

Las correlaciones entre los resultados de las dete:
minaciones de CIC no fueron buenas ya sea cuando los estudios

se realizaron en el mismoo en diferentes laboratorios (Lama
bert, |978;Herberman, |98|; Krapf, |983). Se han encontrado
correlación entre el test de Clq en fase sólida y la técnica
de PEG. Tambiénexiste correlación entre Clq en fase liquida
y la técnica con células Raji. Los demás ensayos no tienen
ninguna correlación entre si. Esto no es sorprendente ya que
los ensayos están basados en diferentes principios y por lo
tanto tienen diferentes sensibilidades para CICde distinto
tamaño y composición (Yoshida, l980). Casali y colaboradores
(Casali, l977) usando complejos formados in vitro demostraron
que el ensayo del Clq en fase liquida es más sensible para
detectar CIC desde la zona de eq. hasta un ligero exceso de
Ag mientras que el ensayo de células Raji es más sensible
para detectar CIC desde el punto de quivalencia hasta un re
lativo exce50 de Ab. Barnett y colaboradores (Barnett, |979)
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usando CIC Formados por seroalbumina bovina y antiseroalbúmi

na demostraron que el ensayo de Clq en Fase sólida y el de
células Raji detectan mejor los CIC formados en exceso de Ab.

Por Io tanto se puede deducir que la correlación eg
tre los distintos ensayos depende de la amplia sensibilidad
de los ensayos de Ia variedad de complejos Formados en una

única muestra de suero y de la variedad de complejos Forma

dos en los distintos individuos con una mismapatología. Res
pecto a este último punto no hay que olvidar que provablemeg
te los CIC van cambiando tanto en cantidad como en composición

a medida que evoluciona la patología en cuestión.

Complejos inmunescirculantes en distintas patologías

Existen patologías human53comoLupus Eritematoso sis
témico y Artritis Reumatoidea que cursan con elevación de CIC
(Lambert, I975; Rayner, |98|; Cano, l977). Estos complejos
suelen depositarse en órganos y juegan así un rol patológico.

ILa composición y tamaño de los CIC afecta su 'clearance" de

circulación y por lo tanto determina la Forma en que será dg
positado en los distintos órganos. Complejos con grandes cog
ficientes de sedimentación (mayores de I95) son rápidamente
eliminados por células fagocíticas. Los CIC muypequeños
persisten en circulación por largos períodos de tiempo. Com
plcjos intermedios con coeficientes de sedimentación entre
IIS y I9S se depositan en vasos sanguíneos y en los glomerulos
del riñón (Schmidt, |974; Haakcnstad, |976; Kijlstra, |98|;
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Tannenbaunll986). Además CIC que están Formados por inmuno

globulinas cuyo Fc este modificado, no son captados por el sig
tema reticulo endotelial y también se depositarán en el riñón.

Muchasmanifestaciones clinicas asociadas con inFeg
ciones son producto del depósito de complejos inmunes. Asi

por ejemplo, infecciones de piel con streptococo A puede ocg
sionar una glomerulonefritis aguda. Se han detectado CIC en
diversas infecciones causadas por virus, bacterias y parási
tos (Noore, l977; Mohammed,l977; Koster, |978).

Los CIC parecen estar involucrados en Fenómenos de

esterilidad. Asi por ejemplo se ha encontrado en orquitis
experimental que los CIC manifiestan actividad citotóxica
contra eSpermatozoides (SegaI-Eiras, I984).

Con respecto a patologías tumorales que cursan con

cambio en los niveles de CIC, hay hasta el momento muchas dis
crepancias y por lo tanto será discutido en un ítem separado.

Inmunocomplejos y cáncer.

En l969 Hellstrom y Hellstrom (Hellstrom, |969) in
trodujeron el término de "blocking factor" al demostrar que
el suero de ratones portadores de tumores inducidos por el
virus Maloneyinhibfa el efecto citotóxico "in vivo",de linfg
citos de animales portadores del tumor,sobre células tumora
les. Este efecto no Fue detectado ni en suero de ratones no:
males ni en portadores de otro tumor inducido por Metilcalau



treno (Oettgen, |982). Estos Factores tenian alto peso mo
lecular y podian hidrolizarse a pH 3,l obteniéndose por sepa
rado una Fracción de mayor peso molecular que se identificó

como una IgG y otra Fracción que se identificó como Ag. (Sjo
gren, |97|, l972).

Estos inmunocomplejos, Formados por antigenos libe
rados del tumor y anticuerpos eSpecfficos, pueden unirse a
receptores Fc de la célula T supresora provocando su activación
o adherirse a la superficie de células "killer" impidiendoel
acceso de las mismas a las células tumorales (TheoFilopoulos,

|982). Muchos inmunocomplejos tienen la propiedad de combina:
se con determinados componentes del complemento propiciando
su activación (Levinsky, |976).

En los últimos años se han realizado*numerosos estg
dios de determinación de CIC en el suero de pacientes portadg
res de distintos tipos de Cáncer utilizando diversas técnicas.
Se midieron CIC en: cáncer de mama(Tanaka, l979; Krieger,

l983; Hoffken, |977), pulmón (Fekete, |983; Gropp, l980; Ruiz
Agüelles, |982), melanoma maligno (Amelio Di R., |982; Kris

tensen, l980; Quay, l983), linfomas (Akolkar, l983), tumores
genccológicos (Mooney, l983; Poulton, l982), tumores óseos
(Eiras, l980), etc.

En estos estudios se muestra una buena correlación

entre aumento de CIC y aumento de la masa tumoral o mal pro
nóstico de la enfermedad.

En estudios experimcntales en ratas que portan gran
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des masas tumorales, los niveles de inmunocomplejos disminu

yen antes de la muerte del animal (Jennette, l977)- Los mis
mos autores en el mismo modelo, han encontrado elevaciones
transitorias de los CICdurante Fases de regresión (Jennette,
l980).

En algunos estudios clinicos sobre pacientes tumorg
les han llegado a las mismas conclusiones (Steel, |978 a y b)

sugiréndose asi, que el nivel de CIC, no siempre se correla
ciona con un buen pronostico.

Evidentement los resultados son muycontradictorios,
debido a las diferentes técnicas usadas que hacen que los r2
sultados no sean totalmente comparables. Otros resultados
discordantes deben ser atribuidos a otros Factores como, li
beración del Agy nivel de actividad del sistema reticulo eg
dotelial del huesped, asi comotambién a la inestabilidad de
los complejos Frente a la manipulación de las muestras.

En vista de estas discrepancias decidimos medir los
CIC en un modelo experimental con ratones endocriados, mini
mizandoasf variaciones individuales.

Se eligió una técnica in05pechica de precipitación
con PEGdado que era la menos costosa más sencilla y asegura
tanto la precipitación de CIC en zona de exceso de Ag como

de Aby porsupuesto en el punto de equivalencia. Se extre
maron las medidas para evitar disociación de CIC debido a su
alta inestabilidad. Se trabajó en extrictas condiciones para
evitar contaminaciones con otras proteinas plasmáticas.
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Se midieron los CIC a lo largo del crecimiento del

tumor subcutáneo Sl3 por un método ineSpeciFico de precipi
tación con PEG(Rodrick, ¡983).

Luegose aislaron CIC en dos etapas del desarrollo
tumoral y se midió su actividad sobre el crecimiento del tu
mor S|3 in vivo.

Finalmente se hidrolizaron los CIC para establecer
si solo el complejo era reSponsable de la exacerbación tumo
ral o sus componentes por separado podian tener igual efecto.

2.2.l.|. Materiales y Métodos

Las muestras de suero pueden conservarse a -20°C¿
se descongelan y centrifugan a 3000 rpm, IO minutos a tempe
ratura ambiente para descartar residuos insolubles.

Se mezclan 70 ul de suero y 630 ul de buffer barato
(6.|8 g/l de ácido bórico 0.| M, 4.0 g/l de hidroxido de so
dio 0.| N, pH 8.2) o Polietilenglicol (PEG) 6000 4.|66% en
buffer borato. Se incuba 2 horas a temperatura ambiente y
luego se determina la absorvancia' a 450 nm (00450);

Los nivles de CIC se determinan por diferencia dc la

DCLSOdeltubo que contiene PEG yla 00450 del tubo que no lo
contiene.
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Niveles de CIC a lo largo del crecimiento tumoral

Se inocularon ratones BALB/ccon tumor S|3 en el

Flanco iunierdo. Los ratones Fueron sangrados por punción
retrorbital a los dias 3, 7, lO, I4, 24 y 30 post-implante
tumoral. Simultáneamente se determinó Ia curva placebo, dog
de los animales Fueron "sham" tranSpIantados.

Cada determinación Fue realizada por triplicado,
en cinco experimentos separados.

Actividad in vivo de los CIC

CIC de portador precoz (CIC-ETB)

Los CIC de animales de 7 dias de portación de tumor

fueron precipitados por el método del PEG6000, resUspendidos
en el volumen original de buffer borato pH 8.2 e inoculados
en la almohadilla plantar de ratones singeneicos 24 hs antes
de inocular células tumorales para medir su actividad bioló
gica. Simultáneamente se precipitaron CIC de Suero de ratón
normal. EI control Fue buffer borato (ver ensayo de la ac
tividad biológica).

CIC de portador avanzado (CIC-ATB)

Los CIC de animales en estadios avanzados de porta
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ción del tumor FuerOn precipitados con PEG6000 y luego a

justados a distintas concentraciones de proteina (2 —7 y
|5 ug) e inoculados en la almohadilla plantar de ratones sin
geneícos de igual Formaque se describió anteriormente. Si
multáneamente se precipitaron CIC-ETBcomo control positivo
(7 ug de proteina). Comocontrol negativo se usaron CIC de
ratones normales.

Ensayode especificidad.

Para determinar si la actividad biológica de los
CIC-ETBsobre el crecimiento tumoral era eSpechica, se en
sayó la actividad de los mismossobre dos tumores singenei
cos no relacionados antigénicamente (M2y M3).

Ensayo de la actividad biológica.

Determinación de la actividad exacerbadora tumoral.

Los CIC precipitados y redisueltos comose indicó
antes, son inoculados en la almohadilla plantar de ratones
BALB/csingeneícos, en un volumen de 5 ul. 24 hs después,
se inoculan 20 x IO3 células tumorales en la misma almohadi

lla en un volúmen de SOul. Luego se registra el crecimien
to tumoral durante 25 dias con un calibre de precisión.

Los datos se comparan con los correspondientes con
troles por el test de Studen’t.
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Histología tumoral.

Se realizaron cortes histológicos de los tumores que
crecian en la almohadilla plantar de ratones que Fueron tra
tados con CIC-ETB; CIC-NMo buFFer borato. Los preparados
se tiñeron con hematoxilina-eosina. Se contaron metafases en

campos elegidos al azar por la técnica de doble ciego.
El indice mitótico Fue determinado por la siguiente

Fórmula:
O - .

IM = N de Metafases x '00

N° total de células

Comotest estadístico se usó el análisis de la va

riancia (F).

Purificación de los CIC.

Los CIC Fueron precipitados del suero de ratones
portadores de tumor chico por la técnica-detallada anterior
mente.

Comoprimer paso se realizó la purificación de los
mismos por cromatograffa sobre Sephadcx G 200 (Pharmacia) con
buffer Fosfato (pH 7.2) comoeluyente.
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Hidrolisis de los CIC

La técnica Fue primeramente descripta por Lahey
(Lahey, l984) y modificada por nosotros. Los CIC precipita
dos lavados y purificados se disuelven en 0.5 ml Ü“¿ IN e
inmediatamente se agrega igual volumen de buFFer glicina
CIH (O.| M), CINa (I M), pH: 2.8. Las muestras se siembran

en una columna de Sephadex 6.200 (l.5 x 25 cm, limite de ex

clusión 200 KDa).

El Vo=l3 ml y el Vt= 44 ml. La velocidad de Flujo

es de I ml/cmz/h.

Se recogen muestras de I ml que se leen automatica
mente a 280 nm.

Las muestras se dializan contra PBS(pH 7.4) y se
concentran al volumenoriginal por Iiofilización.

Las distintas Fracciones fueron luego ensayadas so
bre el crecimiento tumoral.

2.2.l.2 Resultados

Niveles de CIC a lo largo del crecimiento tumoral

Comose observa en la Figura | los niveles de CIC

aumentan luego del implante tumoral, alcanzan un máximo en
un estadio precoz del crecimiento tumoral (7-IO dias post

+
transplante) -ETB- (220 - lO 000450) que es significativameu
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Ï 22 ¿00450)te mayor (p (0.0|) que el valor del control (l40
al mismo dia.

Luego del máximo alcanzado, los niveles de CIC dismL
nuyen en estadios avanzados (ATB)a los valores iniciales.

En la curva control se observan fluctuaciones que no
son estadísticamente significativas.

Actividad in vivo de los CIC-ETB

Los CIC-ETB Fueron inoculados in vivo para medir su

efecto sobre el crecimiento tumoral. Los resultados se mueg
tran en la Figura 2. Los CIC-ETBexacerban significativamefl
te el crecimiento del tumor Sl3 (p<10.00l) comparado con el

grupo que recibió CIC de ratón normal o el grupo sin trata
miento.

Actividad in vivo de los CIC-ATB

Como muestra la Figura 3 los CIC-ATB no modifican
O n I I v vel crecumlento tumoral ni aun usando concentracnones Iguales

o superiores a las encontradas en ETB(Figura 3).
Es importante notar que con la técnica de precipi

tación con PECpueden coprecipitar otras proteinas como in
munoglobulinas, Fibronectina o Factores del complemento. No
sotros ajustamos la técnica tal que las contaminaciones sean
minimas. Igualmente luego de la purificación de los CIC
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(ver más adelante) se observa que conservan la actividad
exacerbadora, de modo que se hace improbable pensar que se
deba a un efecto de las impurezas.

Ensayo de especificidad

Cuando los CIC-ETBse inocularon en ratones norma

les que luego recibieron células tumorales M26 M3no se ob

servó actividad exacerbadora (Fig. 4). Esto indica que la
actividad exacerbadora de los CIC-ETBes eSpecifica para el
tumor Sl3.

Histología tumoral

Debido a que los CIC median reacciones inflamatorias

(Hood, |984) y como observamos que los CIC-ETB exacerban el

crecimiento tumora|,decidimos estudiar si este efecto era ds
bido a una reacción inflamatoria o a un efecto proliferativo
sobre las células. Se realizaron entonces cortes histológi
cos de tumor Sl3 que habian sido tratados con CIC-ETBo con

CIC de suero normal. Comocontrol se u5aron tumores que no
recibieron tratamiento.

En ninguno de los casos se observaron infiltrados de
neutrofilos o linfocitos (Fig. S). Los resultados indican
que el efecto exacerbador de los CIC sobre el tumor no fue
debido a un fenómeno inflamatorio "in situ" sino a una acción
directa sobre el tumor. El número de mitosis en los tumores
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de animales tratados con CIC-ETBestaba signiFicativamente
elevado comparado con los que recibieron CIC de suero nor
mal o los sin tratamiento (P<Á0.005). La tabla | muestra
los correSpondientes indices mitóticos.

PuriFicación de los ClC

Los CIC-ETBFueron puriFicados por cromatograFfa

en Sephadexl3-200. En todas las experiencias realizadas el
complejo salió dentro del volumen muerto de la columna y
siempre conservó la actividad exacerbadora.

Hidrólisis de los CIC

Los CIC-ETB luego de ser puriFicados por G-200 Fueron

hidrolizados comose indica en Materiales y Métodos.

En algunos experimentos se obtuvo una hidrolisis pa:
cial del complejo, no encontrándose actividad exacerbadora
en ninguna Fracción salvo en el complejo sin hidrolizar.

Cuandose consiguió un hidrólisis completacfialcomplg
jo, no se pudo recuperar la actividad exacerbadora en ningu
na Fracción cromatógráFica (Figura 6).

Esto indicaria que es necesaria la integridad del
complejo para ejercer un eFecto exacerbador tumoral.
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2.2.I.3 Conclusión

Nuestros resultados estan de acuerdo con los traba

jos de Jennetle (I977, ¡980) reSpecto a que hay un aumento de

los nivles de CIC en un periodo del crecimiento tumoral y Iug
go una disminución.

Otros investigadores han encontrado un comportamieg
to similar en alguno tumores humanos (Steel, l978 a yb). E5
to estaria indicando que no siempre la disminución de CIC es
tá asociada con un buen pronóstico. Nosotros pensamos que
esto es asi ya que cuando ensayamos el efecto de los CIC so
bre el crecimiento del tumor in vivo, encontramos que los CIC
exacerban el crecimiento tumoral, con un dramático aumento de
las mitosís.

En nuestro modelo encontramos que en estadios avanzados
del crecimiento tumoral los CIC disminuyen. Esta disminución
no es debido a problemas técnicos por el exceso de Ag ya que
la técnica que empleamos puede ser usada tanto en exceso de
Ag como de Ab. Cuando ensayamos los CIC aislados de porta

dores avanzados y los probamos sobre el crecimiento tumoral
en diferentes concentraciones, encontramos que no exacerban
el crecimiento tumoral. Esto es muy interesante ya que es
tá indicando que estos CIC tienen una composición diferente
de la que tienen los CIC aislados de estadios precoces.

Theofilopoulos (|982) propone que los CIC se unen
a receptor para FCde células T suprcsoras provocando asi
su activación. En nuestro modelo es posible que ocurra algo
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similar, o más posiblemente que se active alguna población
celular que libere factores que activen las mitosis de las
células tumorales. Dado que los ClC intervienen en Fenóme
nos inflamatorios (Levinsky, |982), podria ser que el efec
to Facilitador tumoral que observamos Fuera simplemente por
un mecanismo inflamatorio. Comprovamosque esto no es asi

ya que no encontramos infiltrado linfocitario en los tumores.
Es importante además destacar que el Fenómenode exacerba

ción Fue eSpechico ya que los CIC de un portador de tumor
Sl3 no exacerban el crecimiento del tumor M3 ni M2.

Por último hidrolizamos los complejos y comprova

mos que los componentes por separado no exacerban el creci
miento tumoral, o sea que es necasaria la integridad del
complejo.
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Determinación de los C0m_ple¡osinmunes circulgntes a lo largo
del crecimiento tumoral

FIGURA I
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los CIC de portador de tumor chico

FIGURA 2
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Actividad biológica de los CIC de portador de tumogr‘ande

FIGURA 3
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Efecto de los CIC-ETB sobre el crecimiento de los tumores M3 y M3
¡z
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Efecto de los ClC-ETB-SlRsobre el crecimiento del tggpr SI3

FIGURA 5

Secciones de tumor teñidas con hematoxilina-eoSina.SOO cel/campo
Mag. X400. Histologïa de los tumores que crecen en la almohadilla

plantar de ratones ¡noculados con:A-ClC-ETB-S|3 ;B-CIC—SN;C-buffer
borato.
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EFecto de los ClC-ETB-SI3 sobre el crecimiento del tumor S|3

TABLA I

Grupos Número de campos lndice mitotico

(n) (X i DS )

ClC-ETB-Sl3 7| |.2| i 0.42

CIC-SN 6| 0.33 i 0 24

buffer borato 7| O 34 i 0 22

H p<o.005 respecto de CIC-SN y de buFFer borato
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Efecto de productos do hidrolisis de CIC-ETBSobre el
CPGC ¡miento del tumor SI3 in vivo
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2.3. Relación huesped tumor

Las células malignas, cuando invaden y dan metástasis

a través de componentes de la matriz extracelular. La degrg
dación enzimática de la matriz está involucrada en este Fené
meno. Entre las proteinas potencialmente degradables se ha
encontrado que la Fibronectina (FN) es especificamente suceE
tible a las proteasas. La FNes una glicoproteína adhesiva
y opsónica que se presenta en forma soluble en plasma y otros
Fluidos y en Formatisular en el tejido conectivo y membranas
basales.

Otra caracteristica de la FNes su múltiple inter
acción que involucra anclaje y unión a matrices, quimiotaxis,
Opsonización y estados Finales de coagulación y reparación de
tejido (Yamada, I978; Vaher, I980; Mosher, I980 a y b;

Rouslahti, |98|a). Muchasde estas interacciones y sus acti
vidades dependen de los distintos dominios de la molécula de
FN.

De considerable interés en el estudio de esta proteí
na Fue el hallazgo de que las células transformadas en gene
ral no depositan FNen su matriz extracelular.

Otra caracteristica importante es la suceptibilidad
que tiene la molécula de FNa la fragmentación por varias prg
teinasas. La Fragmentación puede estar involucrada en la ig
vasión por parte de las células malignas quienes tienen una
conocida actividad proteolftica. Los Fragmentos de FNse
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rian potenciales marcadores tumorales y pueden tener activi
dad transformante.

Estructura de los dominios y fragmentación proteolf
tica de la FN.

De acuerdo con propiedades hidrodinámícas, espectros
cópicas y estados de desnaturalización; la FNse puede descrl
bir comouna proteina formada por dominios unidos por regio
nes sensibles a las proteasas (Alexander, ¡978; Coloma, |978;
Alexander, |979). La estructura de dominios Fue además con

firmada por microscopia electrónica (Engel, |98|) en las cua
les se distinguen secuencias que los unen. Estos segmentos
son los sitios preferenciales de clivaje por acción de protei
nasas. La FNes rápidamente degradada por enzimas proteolftL
cas solubles e insolubles (Vartio, |98|). Asi se ha observa
do que las principales enzimas plasmáticas (plasmina y trom
bina ) y enzimas tisulares (elastasa y catepsina G) cortan a
la FNinicalmente en dos sitios localizados cerca de los ex

tremos N-terminal y c-terminal de la molécula. La Fragmentg
ción proteolftica ha suministrado mucha información acerca
de las Funciones de los dominios.

En el Fragmento N-terminal se encuentran los sitios
de unión con Fibrina, actina, S.aureus, heparina (Hórmann,
|980; Keski-Oja, |98|; Mosher, |980b, Sekiguchi, |980; Vartio,
l982).
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El tercer aminoácido del extremo N-terminal es una

glutamina y está involucrada en reacciones por el Factor XIIIa
(transglutaminasa) una trombina activada que requiere Ca++
(Mc Donagh, |98|). Esta enzima media importantes interaccig
nes de la FN como la unión a la Fibrina en el cuagulo, a o

tras moléculas de FN, a matriz pericelular, S.aukeus, colá
geno tipo I (Mosher, |975; Keski-Oja, |976; Emmerling, |98|;
Mosher, |980a). La FNtambién puede interactuar con heparan
sulfatos (Laterra, l980; Rouslahti, |980).

El dominio de la FNque se une a la gelatina tiene
un peso molecular de 30-40 KDay se encuentra en la región

C-terminal (Furie, |980; Balian; |980). La FNse une también
a distintos tipos de colágeno con diferente afinidad. Se.ha
demostrado que se une con mayor afinidad a coJágeno interstL
cial (tipos I, ll y Ill) que al de membranasbasales (tipos
IV y V) (Rouslahti, l978; Engvall, l978). Además la FN tam

bién interactua con secuencias similares al colágeno comoel
Clq del complementoy la acetilcolinesterasa. (Menzel, |98|;
Emmerling, |98|).

El Fragmento C-terminal con un peso molecular de |40

l60 KDacontiene los sitios de unión a la heparina, a las cÉ
lulas y la propiedad quimiotáctica (Yamada, l980; Hahn, I979;
Rouslati, |98| ayb; Pierschbacher, |982, Hayashi, |98l;
Hayashi, l982).

La molécula es practicamente simétrica, salvo que
una de sus subunidades tiene un sitio adicional de unión a la
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Fibrina (Sekiguchi, |98|).
La mayoria de los carbohidratos están localizados en

el dominio de unión a la gelatina (Sekiguchg |98|; Sekiguchi
l980). Aparentementeestos carbohidratos son los responsables
de la protección de la FNal ataque proteolitico (Olden, |978).

La FNy la transformación maligna

Células normales adherentes depositan en cultivo
una matriz extracelular (ME)que está Formada por proteinas
colágeno, no colágeno y glicosaminoglicanos. La composición

de la matriz depende del tipo de células y del grado de diFg
renciación (Alitalo, |982a).

La ME le da a la célula el somporte mecánico, además

de Favorecer la adhesión a estructuras eSpechicas actuando
comouna barrera selectiva especifica (Rouslhati, |98| a yb).
Uno de los hechos más importantes es que las células transFo:
madas pkrden su MEo esta aparece desorganizada (Smith, |98|;

Alitalo, |982b; Keski-Oja, |982a, Keski-Oja, |982b). Las prg
tefnas que se pierden o cuya sintesis está disminuida en las
células transformadas son el procolageno, heparan sulfatos y
laminina y la FN (Fagan, |98|).

Aún no es claro si la desorganización de la MEen
células transformadas se debe a defectos en la glicosilación
de las proteinas (Alitalo, |982b). Pero es llamativo el
hecho que las células pierden su fenotipo transformado si se
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cultivan con FNo sobre matrices pericelulares libres de cé
lulas,sintetizadas por fibroblastos normales (Yamada, l976;
Vaheri, l978).

Los estudios que han tratado de correlacionar la pég
dida de FNde la matriz pericelular con la tumorogenícidad y
metastasis, no siempre han dado resultados satisfactorios
(Coll, l977; Der, l978; Kahn, l979; Neri, ¡979; Neri, |98|).

Los procesos de invasión que distinguen a la célula
maligna de la normal, involucran la hidrólisis enzimática de
tejido conectívo resultando que los fragmentos proteoliticos
de la FNpodrian actuar como potencial marcador tumoral. Una
vez digerida Ia matriz extracelular, la capacidad de las cé
lulas tumorales para adherirse a matrices modificadas le pe:
mite tener mayor capacidad metastásica (Kramer, I980; Nicol

son, |98|). El diferente comportamiento de las células tumg
rales hacia las proteinas de la matriz facilita su penetra

. , - - rClon e InvaS|on.

Actividad aSOCiada con fragmento de FN.

La caracteristica de la FNde ser una proteina mul
tifuncional deriva de los diversos dominios de la FNque le
permite tener múltiples interacciones. Su forma elongada
con diferentes dominios capaces de unirse a diferentes pro
teinas le da una posible función organizativa de la matriz
pericelular. El gran tamaño, múltiples interacciones, estrug
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tura de dominios y suceptibilidad a proteasas hace pensar
que la proteólisis de la FNpuede producir "péptidos activae

IIdos que pueden tener un efecto regulatorio sobre las Funcig
nes de la FN intacta.

La actividad de fragmentos proteolíticos de FNpara
promover el Fenotipo transformado (transforming-enhancing
factor TEF) Fue detectado en cultivo de Fibroblastos infecta
dos por el mutante temperatura sensible del sarcoma de Rous
(De Petro, |98|). La actividad TEFse encontró en Fragmen
tos de FNobtenidos con plasmina o catepsina G, propiedad que

no posee la molécula intacta, interfiriendo asï en la organL
zación de la matriz (Mc Donald J.A., I982).

Presencia de Fragmento de FN in vivo

ln vivo se han detectado Fragmentos de FN en plasmas

liquido sinovial reumatoideo y principalmente en criopreci
pitados de plasma de pacientes tumorales (Chen, |977; De Petro,
l983; Todd, l980; Clemmensen, |982). Por lo tanto estos Frog

mentos podrian ser un potencial marcador tumoral, o enfermedg
des que involucren activación proteolftica.

En el presente trabajo de Tesis, estudiaremos los e
fectos de la FNy algunos de sus fragmentos sobre la exacerba
ción tumoral, los niveles de complejos inmunes y la angiogénesis.

2.3.I. Materiales y Métodos.

Drogas: Fibronectina (FN) (humana) grado analítico (SERVA),
Fragmento de FN (Pentapéptido: Gly-Arg-GIy-Asp-Ser)(SlGMA),

Fragmento de FN (Tetrapéptido Gly-Arg-GIy-Asp)(SIGMA).
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Pretratamiento de esplenocitos normales

Se preparó una suspensión de esplenocitos normales
comose indicó antes en el punto 2.|.l.|. Se separaron en
cuatro grupos, cada uno de los cuales contiene 60 x |0 lin
Focitos. Cada grupo Fue incubado con l ml de medio que con

tenïa a) FN, b) el tetrapéptido, c) el pentapéptido y d) gru
po control, durante 50 minutos a 37°C. Las proteinas se en
sayaron a 50 y ISO ug/ml. Luego de la incubación, las célu
las son centriFugadas y lavadas.

Finalmente 40 x lO6 cel/ml son usadas en el ensayo

de LIA y 25 x lO6 cel/ml se cultivan para obtener sobrena
dantes que se usaran en el ensayo de exacerbación tumoral}

Ensayo de S-LIA:

40 x IO6 esplenocitos/ml preincubados con FNo sus

Fragmentos, se inyectaron intradermicamente en un volumen de
0.| ml. Estos ratones denominadosreceptores, recibieron dos
inyecciones bilaterales de las células.

Cinco dias más tarde los receptores se sacrifican,
la piel se separa cuidadosamente y se observa bajo lupa con
un aumento X6.4.

El eSquema del ensayo se muestra en la Figura l.
La cuantificación de la vascularización se explicó

en detalle en el punto 2.l.5.|.
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Cultivo de eSpIenocitos pretratados.

Los eSpIenocitos pretratados con FNo sus Fragmentos
se cultivan durante 24 hs comoFue detallado en 2.|.|.l. y
luego se recogen los sobrenadantes y se ensayan sobre el cre
cimiento tumoral in vivo.

EnSayode la actividad exacerbadora sobre el crecimien
to tumoral.

Los sobrenadantes de esplenocítos de los distintos
grupos descriptos antes se ensayaron sobre el crecimiento tu
moral in vivo comose indicó en 2.|.|.l.

Cada grupo experimental contiene IO ratones y los ex
perimentos se repitieron 2 veces.

Medición de complejos inmunes.

Cuando Finalizó el experimento de exacerbación tumo
ral, Ios animales se sangraron por punción retroorbital, los
sueros se agruparon por pares y se determinaron los niveles
de CIC.

Los nivles de CIC se midieron por el método de pre

cipitación con PEGcomose explicó en detalle en (2.2.I)
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Resultados

La tabla l muestra los resultados sobre la reSpuesta
angiogénica del tratamiento de eSpIenocitos normales con FN
o sus fragmentos.

En las condiciones ensayadas no se ve efecto a ningg
na de las dosis ensayadas.

El tratamiento con FNo Fragmentos no indujo activi
dad exacerbadora en linfocitos normales, comose demuestra

),por el ensayo in vivo sobre el crecimiento tumoral (Figura
tampoco se observaron modificaciones en los niveles de CIC
(Tabla 2)

Conclusión

Observamos que el tratamiento in vitro de eSpIeno
citos normales con FNo sus fragmentos no modifica Ia angio
génesis reSpecto del grupo control. Estos valores a su vez
son significativamente menores a la reSpuesta S-LIA induci
da por linfocitos de un portador de tumor Sl3.

El cultivo de esplenocitos normales, tratados pre
viamente con FNo fragmentos no contienen factores que exace;
ben el crecimiento tumoral in vivo o modifiquen los niveles
de CIC.

En principio esta proteina no parece actuar in vitro,
por lo menos en la condiciones ensayadas, pero no podemos des
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cartar que actue in vivo via el sistema inmune del animal.
Alternativamente podrfa ser que los Fragmentos en

sayados no correSponden a los que se producen por acción en
zimática en el portador de tumor.
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FIGURA I
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Tabla I.

Fuente de esplenocitos

bazo normal

bazo normal + FN

bazo normal + tetrapéptido

bazo normal + pentapéptido

bazo de portador de tumor S|3

a= (50ug/ml); b= (lSOug/ml)

Ensayo de angiogénesis inducida por

densidad de vasos
por mm

I7oÏo.3o

¡.54Ïo.4oa
¡.50Ïo.20b
¡.62Ío.06a
¡.55Ï0.I0b
¡.69Ïo.loa
¡.70Ïo.20b

3.70Ïo.lo

>p<0.00|

linfocitos.

de sitios
de inocu|ací6n

8
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Tabla 2. Medición de complejos inmunes circulantes.

Fuente de suero

Control

FN

tetrapéptido

pentapéptido'

a: 50 ug/ml

b: ISO ug/ml

Diferencia de DO450nm

0.
.3IS0

OO

OOOO

— +
A ><

3|0

.300

.324

.287

.308

.249

.365

l+l+

l+l+ C)

HI+Hn|+ oc>oo

0
0

)

.027a

.OSOb

0.028a
.060b

-037a
.033b
-0583
.059b

N°de determinaciones

(n)
5
3

¿U1

WU'l«DU'I
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3. Conclusión

Ya en la década del cincuenta (Elrlich, l957) se po;
tuló que el sistema inmune juega un papel importante en el
control de la aparición de neoplasias. La hipótesis de la
vigilancia inmunológica en respuesta a tumores tomó mucho im
pulso a Fines de esa década gracias a los trabajos de Prehn
(Prehn, l957)- Estas teorias Fueron de gran importancia en
la inmunología tumoral ya que explicaban algunos de los fenó
menos observados. Pero, a pesar de que existe una respuesta
inmune muchos tumores siguen creciendo.

La pregunta que surge entonces es ¿Cual es el sistg
ma de escape que impide al sistema inmune Funcionar en el
portador de tumor?

Existen diversos mecanismos como: la tolerancia in

munológica (Nossal, |983), la inmunoselección (Prehn, |970;
Byers, l977), la modulación antigénica (Boyse, l969), la in
munosupresión (Venketa Raman, l980; Wang, l982; Shoul, l980),

lainmunoestimulación y la exacerbación inmunológica.
Estos mecanismos fueron descriptos con detalle en la

parte introductoria de esta tesis. Nosotros nos abocamosen
particular, en este conjunto de trabajo al estudio de diver
sos aspectos del Fenómenode exacerbación tumoral inducida
por el sistema inmune. Nuestro enfoque principal ha sido la
investigación de la exacerbación tumoral mediada por productos
solubles liberados por esplenocitos y por factores presentes
en el suero de portadores de tumor.
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3.l. Factores esplénicos estimuladores del crecimiento
tumoral.

Los estudios se realizaron en ratón, con la cepa en
docriada BALB/c, que portan un adenocarcinoma mamario (Sl3).

Basandonossobre datos bibliográficos nuestro primer
paso fué establecer la existencia, en nuestro modelo, de fag
tores eSplénicos que modulan el crecimiento tumoral.

Realizamos cultivos de corto tiempo de esplenocitos
de portador de tumor. En los sobrenadantes de cultivo encog
tramos factores que exacerban el crecimiento del tumor Sl3
in vivo. Esta actividad exacerbadora aparece alrededor del

dia siete de evolución tumoral y persiste durante toda la evg
lución tumoral.

Algunos investigadores demuestran que los Factores
exacerbadores tumoral son producidos por el tumor y adsor
bidos luego en el bazo quien finalmente lo libera en condi
ciones de cultivo (Hollander, l978) . Nuestros resultados
demuestran que los esplenocitos mismos son los productores del
FE y no se trata de un fenómeno de simple absorción ya que
siguen liberando e! factor luego del tratamiento con tripsina.
Igualmente es necesario enfatizar que en este modelo es necg
saria la presencia del tumor metabólicamente activo para que
los esplenocitos manifiesten un neto efecto exacerbador.
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3.2. ESpeciFicidad de los Factores exacerbadores tumorales

EI efecto exacerbador no es especifico ya que los
sobrenadantes facilitan también el crecimiento de otro tumor

murino (M3).I en vista de este Fenómeno y debido a que algunos
autores atribuyen la exacerbación tumoral a virus que comun
mente contaminan los tumores (Mc Donald, |98|; lsakov, |98|),
medimos los niveles de la enzima láctico deshidrogenasa tanto

en los sueros de animales portadores de tumor como en los me

dios condicionados por esplenocitos. Descartamos asi la pre
sencia del virus de la lactico deshidrogenasa, por lo menos
en su Fase activa.

A continuación estudiamos el efecto in vitro de los
sobrenadantes con actividad exacerbadora y de Fracciones pu
ríFicadas de los mismos. Los estudios in vitro se realizaron

sobre tumor Sl3 y M3, ambos suceptibles de exacerbación in vL
vo. Por el hecho de no haber detectado efecto in vitro, pen
samos que para la expresión de la actividad exacerbadora es
necesaria la participación del huesped. Esto lo demostramos
transfiriendo la actividad exacerbadora tumoral a ratones no:
males, más aún observamos que la transferencia es efectiva
independiente de la vfa de inoculación empleada.

3.3. Relación dc Factores exacerbadorcs con el tamaño tumoral.

Cuando realizamos la cirugia tumoral encontramos que
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el tamaño de la masa tumoral al tiempo de la cirugia es un
Factor importante.

Si operamos un tumor de siete dias de evolución

(ETB) la actividad Facilitadora del crecimiento tumoral desg
parece rápidamente, no detectándose dicha actividad a las 24
hs. luego de la cirugia.

Si el tumor se extirpa en un estadio avanzado (20
dias de evolución-ATB), la actividad persiste en el bazo du

rante dos semanas luego de la cirugia. Por lo tanto, hay mg
diFicaciones en el sistema inmune a lo largo de la evolución
tumoral. Esto nos sugiere que en un ATBhay una mayor esti

mulación antigénica que en un ETB, que aFecta al sistema in
mune en Forma diFerente.

Si bien existen diFerencias con reSpecto al compor
tamiento del bazo luego de la cirugia tumoral, es claro que
luego de la extirpación del tumor, la actividad exacerbadora
tumoral desaparece. Se puede inFerir entonces que el tumor
juega un rol activo en su propia estimulación.

Algunos autores han demostrado que las células tumg
rales liberan Factores inmunosupresores que Facilitan indi
rectamente el crecimiento tumoral por una disminución de la
deFensa del huesped (MedoFF, l966; Putman, |985). Nosctros

observamos que las células del tumor Sl3 no liberan en cul
tivo Factores de autoestimulación, tampoco liberan Factores
inductores de la exacerbación tumoral. Alternativamente, se
podria pensar que las células tumorales no liberan dichos
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Factores en las condiciones de cultivo, pero que in vivo son
capaces de liberarlos. Si este Fuese el caso deberíamos de
tectar la actividad exacerbadora en extractos tumorales, cg
mo lo han observado otros investigadores (Diament, |98S;
Watanabe, |978).

Nosotros observamos que en los extractos tumorales
hay una tendencia a la exacerbación, mientras que en los ex
tractos de órganos normales, Ia tendencia es a la inhibición.
El ExSl3 no muestra un neto eFecto estimulatorio, pero sf una
diferencia estadisticamente significativa respecto del ExON.
Podemos pensar entonces que para observar un neto efecto exg
cerbador en los sobrenadantes de eSpIenocitos, sea necesario
no solo la liberación de algún Factor tumoral, sino además
la presencia de la propia masa tumoral.

3.4. Población esplénica responsable de la liberación de
Factores exncerbadores tumorales.

Existen evidencias de la importancia de los difereg
tes tipos celulares en la regulación de la respuesta inmune
(Kwong, |984; Owens, |985; Santos, |985; Patel, l982).

La portación del tumor puede originar modificaciones
en las Funciones inmunológicas celulares (Manor, I976, Wang,

l980; Buesow, l984) que explicaría la aparición de Factores
exacerbadores. En nuestro modelo demostramos la aparición

de estos cambios Funcionales en subpoblaciones esplénicas du
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rante la progresión del tumor. Observamos que, en un por
tador de tumor chico, tanto la población T como la no-T li
beran Factores exacerbadores. En cambio en un portador de
tumor avanzado sólo la población T es reSponsabIe de la exa
cerbación tumoral.

La población no-T está Formada principalmente por
linFocitos B y alrededor de un 2%de macróFagos, asf esta
población está involucrada en la producción de anticuerpos.
Nosotros observamos, como discuterimos más adelante, que los
complejos inmunes antígeno-anticuerpo están aumentados entre
los 7 y IO dïas de evolución tumoral. Ademásestos complejos

exacerban e! crecimiento tumoral, mientras que CIC aislado
en etapas posteriores de evolución tumoral, no lo hacen. Lo
cual concuerda con el hecho de que la población no-T tenga
actividad exacerbadora sólo en estadios precoces y no es es
tadios avanzados del desarrollo tumoral.

3.5. Caracterización parcial de los Factores, exacerbado
res tumorales.

Comose discutió anteriormente la cinética de desa

parición del FE es diFerente dependiendo del tamaño del tumor
en el momentode la cirugía.

Para intentar una caracterización parcial del FE,
realizamos Fraccionamiento de los Sobrenadantes con actividad

exacerbadora (SoETB, SoATBy SoATR). Encontramos un Fracción
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(Fl) en los tres sobrenadantes, cuyo peso molecular es
220-250 KDen esta Fracción se observan por inmunodiFusión
la presencia de inmunoglobulina. El contenido de hidratos
de carbono es de 4,5% (P/P).

En el SoATB, encontramos además una segunda Fracción

(F2) de peso molecular entre ICO y lO KDa, que parece ser un

Fragmento de Fl.
La actividad exacerbadora no se pierde en soluciones

de baja Fuerza iónica, ni por sucesivos ciclos de congelación
y descongelacíón.

Otros investigadores han inFormado que Factores ¡nm!

nológicamente activos se Forman por la unión de dos subFactg
res inactivos (Patk, |982). En nuestro modelo en el estadio
avanzado tanto Fl como F2 tienen actividad por separado, aufl
que no podemos descartar el hecho de que ambos actuen en Fo:

ma conjunta in vivo.
El grupo de Watanabe (Watanabe, |978) aisló un Factor

de bajo peso molecular pero que, en medios que contienen SFB,
o cuando lo aislaba de plasma mostraba un alto PM, como con

secuencia del acoplamiento a proteínas (Obglobulinas) presea
tes en el suero. En nuestro caso esto no ocurre, porque los
cultivos se realizaron en condiciones libres de suero, de mg
do que Fl tiene un alto PMpor sf misma.

En un intento de caracterizar mejor el FE prepara
mos sueros inmunes xenogeneicos, contra dos sobrenadantcs
exacerbadores. Los antisueros se ensayaron in vivo y demos

traron que podían neutralizar la actividad exacerbadora. Co



mo el Anti-SoETB podia neutralizar al SoATB, podemos concluir

que F2 es un Fragmento de FI o por lo menos que tiene deter
minantes antigénicos similares.

3.6. Factores angiogénicos presentes en sobrenadantes de
cultivos de esplenocitos.

La angiogénesis es un proceso que involucra el cre
cimiento de vasos preexistentes y la Formación de nuevos ca

pilares (Zawicki, |98|). Este es un Fenómenonormal en pro
ceSOSde regeneración y en procesos inFlamatorios pero más
evidente en procesos tumorales (Glaser, I980; GOSpodarowicz,
¡978; Thakral, |979). En vista de esto, se podria pensar
que el Fenómenode angiogénesis contribuírfa al rechazo del

tumor, gracias a que permitiría la llegada de células inmung
competentes. Esto no es siempre cierto, y en muchos modelos
se ha demostrado que el mismotumor libera Factores angiogé
nicos. Se produce una cascada angiogénica tumoral debida a
un Factor aislado recientemente (angiogenina) que colabora
con varios Factores comocobre, heparina y Factores de creci
miento con aFinidad por la heparina que producen la neovascg
larización (Folkman, |97Sa), Favoreciendo así el crecimiento
tumoral debido al mejor aporte de nutrientes.

La respuesta angiogénica directa está además complg
mentada por la indirecta mediada por el sistema inmune (Ka
minsky, |98|; Polverini, l977, l984). La inducción de la
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reSpuesta angiogénica mediada por células linFoideas de un
portador de tumor se denomina angiogénesis inducida por lin

Focitos (LIA). Esta reSpuesta Fue estudiada en nuestro labg
ratorio en detalle (Davel, |984, |985; Miguez, ¡986). La
Dra. Davel demostró que aparece muy tempranamente en el bazo

del portador de tumor una respuesta LIA singeneica (S-LIA).
A continuación, estudiamos si la respuesta LIA po

dia estar mediada por productos solubles. Encontramos que
los SoETBy SoATBtienen Factores solubles capaces de inducir
S-LIA. Luego de la cirugia, la actividad S-LIA desaparece si

el tumor operado es precoz pero persiste si el tumor es avag
zado. De aqui se puede inferir que la exacerbación tumoral

y la actividad LIA son Fenómenos que, por lo menos corren.

paralelos. Cuandoestudiamos la población celular reSponsa
ble de la liberación de Factores inductores de S-LIA observg
mos que siempre prevalece la población T, independientemente
del estadio tumoral. Por lo tanto podemosconcluir que los
Factores angiogénicos son Factoresscomprometidos en la exa
cerbación tumoral pero no son los únicos. Esto puede dedu
cirse del hecho de que la exacerbación tumoral está mediada
por linfocitos T y no-T en un ETB y por LT en un ATB, mien

tras que la actividad angiogénica está mediada por LTen am
bos casos.
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3.7. Complejos inmunes circulantes (CIC)

Dado que los LBestan involucrados en la liberación
de Factores exacerbadores, y comoestas células son productg
ras de anticuerpos, pensamos que los anticuerpos o los com
plejos inmunes podrian están involucrados en el proceso de
exacerbación tumoral. En vista de esto, dosamos complejos ig
munes (CIC) en ratones portadores de tumor. Comprobamosque

los CIC aumentan con la portación del tumor alcanzando valg
res significativamente elevados a los 7-l0 dias de evolución
tumoral para luego decaer a valores normales. Este pico de
elevación de complejos coincide con el tiempo al cual la po

blación no-T libera actividad exacerbadora al medio de cuItL
vo. Más interesante aún es Ia observación de que estos com
plejos son exacerbadores del crecimiento tumoral en una For
ma especifica, ya que no modiFican el crecimiento del tumor
M3, ni M2.

En algunos canceres humanos se ha correlacionado el

aumento de CIC con un mal pronóstico de la enfermedad y la

disminución de los CIC con una buena respuesta al tratamiento
tumoral (Mooney, |983). Nuestros resultados se oponen a estos
hallazgos ya que demostramos que los CIC disminuyen en estg

dios avanzados de la enfermedad. No podemos descartar el hg
cho de que diferentes modelos presenten complejos que se di
Ferencian en cantidad y calidad y consideramos que los CIC
no servirian como un marcador de evolución tumoral sino que
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significan un parámetro más asociado con Ia patologfa tumo
ral.

Cuando aislamos CIC en estadios avanzados del desa

rrollo tumoral observamos que estos no exacerban al tumor SI3,
ni aún cuando se usaron concentraciones proteicas superiores
a las usadas con los CIC de estadios precoces. Esto demues

tra que, durante el crecimiento del tumor, los CIC se modiFL
can, no sólo en Formacuantitativa sino también cualitativa.

La exacerbación tumoral producida por CIC-ETBpodria

ser mediada por componentes inflamatorios, ya que es sabido

que los CIC median muchas reacciones inflamatorias. Los co:
tes histológicos realizados sobre tumores que Fueron exacer
bados por CIC-ETBno presentan infiltrado IinFocitario que
apoye Ia hipótesis de la inflamación. En cambio se observó

una cantidad significativa de mitosis en los tumores que Fue
ros exacerbados por CIC-ETBcomparado con Ios controles. DE

do que Ios CIC no estimuIaron el crecimiento de células SI3
in vitro, tenemos que pensar que ellos actuan indirectamente
induciendo la liberación via sistémica de algún factor de
crecimiento para el tumor.

Por último hidroIizamos Ios CIC exacerbadores y com
probamos que sus componentes por separado no tienen activi
dad exacerbadora sino que es necesaria la integridad del com
plejo para ello.
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3.8. Relación huespcd tumor

Mostramos anteriormente que los linFocitos de un
portador de tumor liberan Factores que Favorecen el creci
miento del mismo tumor. Aunque el tumor no libera el FE,

es necesario que esté presente en Forma metabólicamente ac
tivo para que los linFocitos liberen dicho Factor.

Uno de los Fenómenos más importante en un tumor

metabólicamente activo es la producción de enzimas proteoli
ticas (Liotta, l986; Pauli, |983; Mullis, l983). Estas en
zimas degradan tejido conectivo, permitiendo asi la invasión
tumoral. (Pereyra-AlFonso, |986; Sloane, l986).

La Fibronectina es una de la principales glicopro
tefnas circulante y tisular que interviene en la constitu
ción de membranasbasales y en las interacciones celulares
(Barlati, l986; Akiyama, l985). Se ha encontrado aumentada
en el plasma de portadores de tumor y se ha correlacionado
con su capacidad metastásica (Puricelli, |985). Más intere
sante aún Fue el descubrimiento de que Fragmentos de FN que

estaban aumentados en el plasma de pacientes oncológicos, tg
nian actividad transFormante (De-Petro, |98|). En vista de
estos hallazgos y teniendo en cuenta que la FN puede ser un

contaminante cuando se aislan CIC, decidimos estudiar el eFeg
to de la FNy algunos de sus Fragmentos sobre la exacerbación
del tumor Sl3.

Realizamos estudios in vitro sobre esplenocitos nor
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males, dado que los ensayos in vivo requerían concentraciones
muy superiores de FN.

El tratamiento in vitro de esplenocitos normales con
FNo sus Fragmentos no modificó la respuesta LIA. Tampoco
observamos liberación de Factores exacerbadores o aumento de

CIC. Por lo tanto a las dosis usadas y en las condiciones de
cultivo la FNno es Ia reSponsable de la activación de los

eSplenocitos.
No podemos descartar el hecho de que la FN actue ¡n

vivo, desencadenando una exacerbación tumoral y dando reSpues
ta LIApositiva
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Resumen General

A modo de resumen Final detallaremos los puntos

principales que se han desarrollado en esta tesis:
a Producción de Factores estimuladores del crecimiento

tumoral por el bazo de ratones portadores de tumor.
Relación entre Factores exacerbadores tumoral y el
tamaño del tumor.

Caracterización parcial de las Fracciones con actividad
exacerbadora.

Poblaciones esplénicas que intervienen en el Fenómenode
exacerbación tumoral.

Neutralización de la actividad exacerbadora por sueros ¡2
munes xenogeneicos.

la actividad exacerbadora con Factores circu
los CIC.

Relación de

lantes como

linFocitos, correlación con laAngiogénesis inducida por
exacerbación tumoral.
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