BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Factores inductores del estado de
tumor dormido

Di Gianni, Pedro D.

1996

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biolégicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Di Gianni, Pedro D.. (1996). Factores inductores del estado de tumor dormido. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2811_DiGianni.pdf

Citatipo Chicago:

Di Gianni, Pedro D.. "Factores inductores del estado de tumor dormido". Tesis de Doctor.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1996.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2811_DiGianni.pdf

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2811_DiGianni.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2811_DiGianni.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

TRABAJO DE TESIS

PARA LA OBTENCION DEL DOCTORADO DE LA

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

TITULO :

FACOTRES INDUCTORES DEL ESTADO DE TUMOR DORMIDO

AUTOR - Lic. PEDRO D. di GIANNI

DIRECTOR : Dr. RAUL RUGGIERO

Buenos Aires, 1996



TITLE:

FACTORS INDUCING THE TUMOR DORMANT STATE

Key words:

Tumor, concomitant resistance,

tumor factor.

AUTHOR: Lic.

PEDRO D. di GIANNI

DIRECTOR: Dr. RAUL RUGGIERO

Buenos Aires, 1996

dormant state,

anti-



A mi Mamd. mi Papa y
a mi hermano, Carlos




AGRADECIMIENTOS

A la Dra. C. D Pasqualini, por facilitar mi incorporacion a la Division Medicina
Experimental.

A las Dras. Isabel Piazon e Irene Neponasky, por su apoyo constante para la concrecion de
esta tesis.

A la Dra. Katty, por su enorme aporte técnico y afectivo.

A mis comparieros de la Division Medicina Experimental, especialmente a Don Antonio.
Don Juan, los Segovia, Julio y Pato. por tanto carifio y afecto.

Muy especialmente agradezco al Dr. Raul Ruggiero, por su direccion en el trabajo y su
amistad sin condicionamientos.

Al Dr. Oscar Bustuoabad, por ser mi maestro mas alla de la ciencia.

A los amigos, Diego, Coqui. Freddy y Marilina, el Ruso, y tantos otros.



INDICE

INTRODUCCION GENERAL

1. CONCEPTO DE NEOPLASIA. ...,
L L T U0 e e
1.2 ClastfiCaCION. ... oo e

2. METASTASIS ...
2.1 DefiniCION. ...
2.2. Incidencia y MECANISMO. ........ccueviiiiiiiaiiae e

L) L)

4. MECANISMOS RESPONSABLES

DEL ESTADO DE TUMORDORMIDO. ...
4.1 DefiNICION ..o e
4.2, MECANISMOS. ... oo e

5. RESISTENCIA CONCOMITANTE. ... ... ...
S L INtroducCiON. ...
5.2. Antecedentes hiStOFICOS. ...

OBJETIVO.............oiii

MATERIALES Y METODOS

00 g O W = LIV —

CVASCULARIZACION. e,
o INtrodUCCION. ..o
3.2 Factores inductores e inhibidores.............ccooovvveecniiiieei

CANIMAleS. .
CTUMOTeS.
~Volumen tumoral.............................................
. Ensayo de resistencia concomitante...................................
. Ensavo de neovasculanzacion.......................................
. Cuantificacion de la proliferacion vascular. ........................
- Microvasculanzacion...... ...
Mediodecultivo..................

_________________ 21

Pag.

21

................. 21



9. Células en CultiVO. ... 25
10. Drogas anti-inflamatonias............c......oooiiiiiii 24
11. Ensayo de incorporacion de timidina trtiada................................. 25
12. Unidades inhibitorias 50................c.ooiii 26
13. Adhesividad y fagositosis de células adherentes peritoniales................. 26
14. Adhesividad de polimorfonucleares. ... 27
15. Agregacion de plaquetas................c.occooiiiiiiiiiii 27
16. Dialisis del ... 28
17, LIofINZACION. ..., 28
18. Cromatografia en columna.................ccoocoiiiiiii 28
19. Digestion eNZIMAICA. ... ..coviiiiieiiieiie et 29
20. Columna de intercambio 10NICO...........ooiiiiiieiiiiceiie e 29
21. Cromatografia en capa delgada.......................coooiiiiiiii, 30
22. Cromatografia iquida...............ccoccoiiiiiiii e 30
23. Analisis de aminoacidOs...............cc.eovviiiiiiiiei e 31
24, SECUCCIACION. . ......oiii it 32
25. Espectrometria d€ MAaSA..........cccovrieiiiiiiiiiieee e e e 32
RESULTADOS

1. RESISTENCIA CONCOMITANTE INDUCIDA
PORTUMOR LB ..., 33

2. EFECTO DE LA RESISTENCIA CONCOMITANTE
INDUCIDA POR EL TUMOR LB SOBRE METASTASIS

ESPONT ANE AS e, 34
3. MECANISMOS DE LA RESISTENCIA CONCOMITANTE............... 35
3.1, MecaniSMO GITCCLO. ... ..ot e 35
3.2 Mecamismo INAITECTO ..o 37

4. CORRELACION ENTRE RESISTENCIA CONCOMITANTE

Y ACTIVIDAD SERICA. ... 40
4.1. Resistencia concomitante contra metastasis experimentales... ... 40
4.2 Resistencia concomitante contra metastasis espontaneas..................... 41

5. EFECTO DEL SUERO DE PORTADORES DE TUMOR LB
SOBRE PROLIFERACON Y/O FUNCION DE CELULAS
NORMALES 41



6. ORIGEN DEL FACTOR SERICO.............coooi 43
7. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL FACTOR

SERIC O . 43
T L DNAlISIS. 43
7.2. Analisis de sustancias tOXICAS....................oiiiiieii e 44
7.3. Tratamientos eNZIMAICOS. ... .......ccooovmeeeei et 44
7.4, Sephadex G-25.. ... ... 44
7.5.Sephadex G-15. ... . 45
7.6. JONOGrama. ..........coociiiiii i 45
7.7. Cromatografia en capadelgada.............................ooi 45
7.8. Intercambio 10MICO. ..........coiii it 46
7.9. Cromatografia liquida.................coocoiiiiiiii 46
7.10. Analisis de aminoacidos.....................ccoi i 47
7.11. Secuencia de amINOACIAOS. .............vwmmeee e, 47
7.12. Espectrometria de Masa...............c..covveeiiiioiiiieeiiice e 48
DISCUSTON e 50
BIBLIOGRAFIA . 60



ABSTRACT

Observations from both «clinical and experimental oncology
have demonstrated that surgical removal of a primary tumor is
usually followed by an explosive growth of metastases which were
not apparent at the time of excision. These observations suggest
that the primary tumor may prevent or retard the development of
its own metastases. The experimental model for the study of this
phenomenon is known as concomitant resistance.

In this work we have shown that LB tumor-bearing mice were
able to inhibit the growth of experimental and spontaneous
metastases from both the proper LB and the unrelated highly
metastatic C7HI tumor. The presence of the LB tumor induced a
tumor dormant state in which metastatic cells remained alive but
without apparent growth; reciprocally, when the LB tumor was
removed the suppression exerted by the local LB tumor disappeared
and metastatic growth was rapidly evident. Presumably, metastases
were inhibited by two different but complementary mechanisms: a
direct one, affecting the proliferation of the tumor cells
themselves and an indirect one affecting tumor vascularization.
Both mechanisms would be mediated by a 1low molecular weight
factor (800-1200 D) found in the serum of LB tumor-bearing mice.
This factor proved to be resistant to heat and to variations of
pH, exhibiting two peaks of absorption at 215 and 266 nm. This
molecule would have a free tyrosine followed by one or more
glycosilated tyrosine. Origin of this factor 1is apparently
associated with the inflammatory response mounted by the host
against the tumor.

The final characterization of this factor could be
eventually of some value to assay in the future new therapeutic

approaches against cancer.



RESUMEN

Observaciones clinicas y experimentales han demostrado que
en muchas ocasiones la extirpacidn de un tumor va seguida de un
rapido desarrollo de metdstasis que no eran aparentes al tiempo
de la misma. Esto sugiere que la presencia de un tumor primario
ejerceria un control inhibitorio sobre las metdstasis. E1l modelo
experimental para el estudio de este fendmeno es conocido como
resistencia concomitante.

En este trabajo hemos demostrado que ratones portadores de
un tumor LB eran capaces de inhibir el crecimiento de metdstasis
experimentales del propio tumor LB y metdstasis espontaneas de
otro tumor no relacionado (el altamenete metastasico C7HI). La
presencia del tumor LB induce en estas metdstasis un verdadero
estado de tumor dormido en el que las células metastdsicas
permanecen vivas pero sin crecimiento aparente; reciprocamente
cuando el tumor LB es extirpado, su accidon desaparece Yy ello
ocasiona unh rapido desarrollo de las metdstasis. Presumiblemente
las metastasis son inhibidas por dos mecanismos diferentes pero
complementarios, a saber: un mecanismo directo que afecta 1la
proliferacién de las propias células tumorales y un mecanismo
indirecto que afecta la neovascularizacidn tumoral. Ambos
mecanismos estarian mediados por un factor de bajo peso molecular
(B00-1200 D) hallado en el suero de ratones portadores de LUB.
Este factor probd ser resistente al calor y a amplias variaciones
de pH, con maximos de absorcidn a 215 y 266 nm.

Esta molécula parece poseer en su estructura wuna tirosina
libre seguida de otra/s tirosinas modificadas, posiblemente por
azucares. Su origen parece estar asociado mds a la respuesta
inflamatoria que monta el huésped en presencia del tumor LB que
al tumor LB por si mismo.

La definitiva caracterizaciodn de este factor podria
eventualmente ser de valor en el futuro para ensayar nuevas

terapéuticas en la lucha contra el cancer.



INTRODUCCION GENERAL

1. CONCEPTO DE NEOPLASIA:

S¢ denomina neoplasia al crecimiento proliferativo  relativamente
autonomo de un tejido (1) EI primer componente de esta definicion. a saber, el
cardcter de crecimiento proliferativo indica un aumento en el numero de células
debido a una tasa promedio de division mas rapida o a una tasa promedio de
muerte mas lenta que las de las cé¢lulas del tejido normal.

Si se compara el grado de crecimiento de una célula neoplasica respecto
de su contraparte normal cuando ésta esta en etapa proliferativa, se observa que
la c¢lula neoplasica puede crecer mas rapido, igual 6 mas lentamente (como es
el caso de las neoplasias de intestino delgado vy leucemias cronicas) que las
cé¢lulas normales que le dieron origen. Pero en promedio, tomando la vida total
de un tejido, es decir, 1a suma de las etapas proliferativas v no proliferativas, el
grado de crecimiento de las células neopldsicas es mavor porque mientras las
celulas normales estan limitadas en su crecimiento por la homeostasis del
organmismo. las cclulas necoplasicas no lo estin y contintan creciendo. La
replicacton aumentada de las celulas forma parte de la definicion operacional de
una neoplasia:z sin embargo las cclulas neoplasicas pueden permanecer mucho
tiempo en ¢l huésped sin que sea demostrable la existencia de division celular
(2.

] segundo componente de la definicion de neoplasia. a saber. el término
autonomo indica que el cancer no esta sujeto a las reglas de regulacion que
cobicrnan a las celulas individuales v al conjunto de interacciones que éstas
poscen con ¢l resto del organismo. Respecto del adjetivo "relativo™, ¢ste indica
que dicha autonomia no ¢s total. En algunos casos la autonomia (ue posce una
ncoplasia ¢s solo referida al tejrdo de origen.

Finalmente. ¢l tercer componente de la definicion es ¢l termino tenido

2ste termino indica que una ncoplasia solo puede ser definmida en un organismo



multicetular. Por esta definicion, los organismos unicelulares estan libres de
¢sta enfermedad.
1.1. Tumor

El término tumor (tomado del latin tumor, que significa hinchazon) es
mucho mas amplio v abarca a las masas parasitarias, granulomatosas v abscesos
cronicos ademas de las neoplasias. Sin embargo frecuentemente se utilizan los
términos tumor v ncoplasia como sinonimos. Vv esta convencion sera usada
también en el presente trabajo.

La clasificacion de neoplasias posece gran utilidad en la prognosis. Estas
pueden ser:

a) benignas. cuando se restringen al tejido en el cual se originan,
permanecen encapsuladas, altamente diferenciadas y con pocas o ningunas
anaplasias.

b) malignas, si son capaces de invadir otros tejidos cercanos o distantes
(metastasts) v no presentan encapsulamiento. Las neoplasias malignas reciben el
nombre de cancer.

Como puede verse. la mavoria de las diferencias entre tumores benignos v
malignos son relativas. Quizas la capacidad de dar metastasis sea la unica

realmente critica.

1.2. Clasificacion de las neoplasias malignas

Los canceres se pueden clasificar segun un criterio histogenético, en:

1) carcinomas: tiencen su origen en los epitelios. o sca en las capas de
celulas que recubren la superficie del cuerpo v las que torman las glandulas.

2y sarcomas. surgen a partir de las estructuras de sosten. derivadas del
mesodermo. como huceso. musculo. etc.

5» leucemias v linfomas: se origtnan a partir de las células hematopo-
veticas de la medula osca v ganglios linfaticos.

Cuando ¢l origen de un cancer ¢s multiple se lo denomina teratoma.



2. METASTASIS:
2.1. Definicion de Metistasis

Como se ha descripto, ¢l cancer se define por el crecimicnto invasivo de
las células malignas. Esta invasion puede darse en tejidos advacentes a aquel en
el cual surgicron. o en sitios distantes, sin continuidad con la masa que le dio
origen. En este ultimo caso s¢ habla de metastasis.

El movimiento de las células tumorales desde el tumor primario a drganos
distantes y el subsecuente desarrollo de las metastasis es uno de los aspectos

mas devastadores del cancer (3).

2.2. Incidencia y Mecanismo

La cascada de eventos en la progresion de un tumor metastasico se resume
en ¢l Esquema [. En este sentido la iniciacion y promocion del tumor primario
son seguidas por la transicion de un estado de tumor in_situ a localmente
invasivo v luego a tumor vascularizado (4-7). Los capilares ncotormados poseen
una estructura diferente a la de los normales. Esto hace que scean facilmente
invadidos por las células tumorales dentro de la masa del tumor primario.
Tambicn vasos preestablecidos pueden ser invadidos por las células tumorales.
Estas celulas tumorales viajan por el drenaje venoso en forma aislada o
formando trombos. Sin embargo menos del 0.01% de estas células son capaces
de generar metastasis. Los tumores carecen de sistema hinfatico dentro de su
masa. por lo tanto la comunicacion de las celulas tumorales con los canales
linfaticos ocurre solo en la periteria del tumor. Las células tumorales que entran
al sistema hintatico Hegan a un nodulo cercano donde son detenidas en tos sinos
subcapsulares. Pero entre los 10 v los 60 minutos después del arresto inicial.
algunas ceélulas tumorales escapan v entran al sistema linfatico eterente v
eventualmente terminan en el sistema de drenaje venoso debido a la existencia

d¢ numerosas conextones linfatico-sanguineas. Por lo tanto la diseminacion



Esquema 1 Resumen de los procesos que llevan al establecimiento de metastasis
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linfatica v sanguinea ocurren en paralelo. Las células tumorales circulantes
solas o e¢n trombos -asociados o no a leucocitos. fibrina o plaquetas- son
arrestadas en la microvasculatura del organo blanco. anclindose a la supertficie
endotehial intacta o a regiones donde existe exposicion de la membrana basal
subendotelial. Una vez que las células tumorales se han anclado, las celulas
endoteliales advacentes se extienden sobre las células tumorales v las separan
de la corriente sanguinea. Luego se observa la disolucion local de la membrana
basal v el movimiento de las células tumorales con sus pseudopodos a través de
la membrana degradada. Este paso es seguido por la completa extravasacion de
la célula tumoral y el re-cstablecimiento del flujo sanguineo del vaso. Las
cclulas tumorales que logran extravasar proliteran como colonias pero requieren
la formacion de neovasos para crecer mas alla de 1 o 2 mm de diametro. Cuando
ta colonmia es suficientemente grande puede comprimir el vaso sanguineo.
causando dafo mecanico al endotelio. De esta manera las células tumorales
pueden re-introducirse en la corriente sanguinea v dar origen a nuevas
metastasis.

Sin embargo existen numerosos reportes clinicos sobre la existencia de
mctastasis dormidas (8). Mas aun. un tercio de la mortalidad en el cancer de
mama sc observa tuego de 5 anos de la remocion del tumor primario debido a la
existencia de metdstasis ocultas al momento de la extirpacion del tumor

primario.

3. VASCULARIZACION TUMORAL
3.1. Introduccion

La proliferacion de vasos sanguineos e¢s esencial para el normal
crecimiento v desarrollo de los tejidos. En el adulto. es un evento poco
trecuente. Pero se pueden encontrar excepciones en el sistema reproductino

rementno. donde se desarrolia neovascularizacion ¢en ¢l foliculo durante of



desarrollo, en el cuerpo luteo durante la ovulacion y en la placenta durante la
preficz. Estos periodos de angiogénesis son relativamente cortos y altamente
regulados. También se verifica el desarrollo de neovasos durante el proceso de
reparacion de una herida. Por otro lado, la falta de control sobre ¢l desarrollo de
neovasos contribuye a una gran variedad de enfermedades. Por ejemplo, el
crecimiento de tumores solidos es dependiente de la vascularizacion, v en la
retinopatia diabética, la vascularizacion de la retina, frecuentemente lleva a la
ceguera.

Los neovasos se forman a partir de prolongaciones de vasos ya
establecidos, asi como de vénulas y otros capilares. Este fenomeno sigue una
serie de pasos determinados (8,9). Durante la fase inicial del desarrollo capilar,
la membrana basal de las células endoteliales (CE) de los vasos sanguineos es
degradada. Esta es mediada por enzimas proteoliticas, siendo las mas conocidas
el activador del plasmindogeno y las colagenasas, liberadas por las CE en
respuesta a los factores angiogénicos (10). Existen tumores que directamente
pueden degradar la membrana basal mediante endoglicosidasas que actuan sobre
el heparan-suifato, componente mayoritario de los glicosaminoglicanos (GAGs)
constituventes de la membrana basal (11). Cuando la membrana basal esta
degradada. las CE empiczan a migrar hacia el espacio pre-vascular v luego
proliferan. Subsecuentemente, las CE forman la luz del capilar por un
mecanismo que aun permanece poco conocido (12). En los pasos finales, los
pericitos (fibroblastos v en menor medida adipocitos v osteocitos) legan a los
captlares reci¢n tformados y wuna nueva membrana basal es sintetizada
(presumiblemente por ambos tipos celulares -pericitos v CE) estabieciéndose asi

un nuevo captlar (13).

3.1.1 Diferencias entre vasos tumorales v normales.

Hace va tiempo s¢ ha descripto la asociacion entre crecimiento tumoral v

angrogeénesis (14). Goldman llamo la atencion sobre:



ay fa dilatacion, by la acelerada aroliteracion v ¢y el desarrondoar
captlares tumaoraics + 13y Do auectias obsorvaciones temaraznas 3 ode oy estudios
posteriores se¢ ha completade 2 descriporon del desarroiio de los capilares

tumoraies o LT Ertos ostan ciaramente expuestos ¢ivoun arabajo Je Uibach
SIS en of cuai ocncontramos fuoczuiente distiacion ontre vascutarizacion deoun
icpido aormal v vasculartzacion tumoral

-t.a protiferacion empicza mucho antes ¢n un tumor implantado que en un
tepido normal implantado.

-Durante ¢! curso de la vasculanizacion del tejido normal. se observa una
aradual diferenciacion entre arteriolas, pre-artertolas. capriares. venulas v
venas. inocontraposicion. muchos de los vasos tumorales consisten en canales
endotchiales de diametro variable. con poca o ninguna diferenciacion.

-\ diferencia de Tos explantos de tejido normal, muchos de los capilares
tumorales se colapsan instantancamente despuds de la mucerte del huésped por la
recduccion de la presion arterial

[xisten varias diterencias respecto de la funcionalidad entre los vasos
tumoraics v o los observados en teprdos normales. La hipotension mnducida por
agentes  larmacoiogicos  Ileva  al colapso  de los  capitares  tumorales.
presumiblemente debido a la rabia de membrana hasal a o farzo de los capilares
tnditerenciados voa fa presion de ia masa tumoral (19 La misma explicacton ha
stdo uiritzada para justiticar la cievada permeabilidad asociada a los canilares
fumoraltes (200 2or otra parte ~¢ ha demostrado un aumenio de 30-40 veces en
uopvolsleracion ded cndotelio voscuiar on tumores respecto aled obtenede nar
weprdes nermaies 20 Sin oembuarzo ta o proporcion de vascularizacion cicctinva

GINMINGL e con cancremente del aintaido tumoral 225



3.2. Factores inductores (angiogénicos) e inhibidores de la vascularizacion.
Como va hemos descripto, el crecimiento de los tumores solidos es
dependiente de la vascularizacion pero los tumores no estan vascularizados en ¢l
comienzo de su desarrollo (23-29). De este modo pueden permanecer en estado
de tumor in situ por meses e inclusive afos sin vascularizarse v en consecuencia
limitados a unos pocos milimetros de volumen. Algunas ce¢lulas tumorales
cambian luego a un tenotipo angiogénico ¢ inducen la vaso proliteracion (4-
10%) que sustenta el desarrollo de las celulas que inducen vascularizacion asi
como de las que no lo hacen (30,31). La expansion de la masa tumoral se realiza
tanto por la perfusion de los neovasos a través del tumor como por la
estimulacion paracrina de un gran namero de factores de crecimiento v proteinas
de la matriz producidas por el endotelio de los neovasos (32.33). El cambio de
las celulas tumorales a un fenotipo vascularizante depende del balance entre
factores angiogénicos v factores anti-angiogénicos liberados tanto por el tumor
como por células normales circundantes tales como macrofagos, linfocitos v
fibroblastos (34.35). Ahora bien, el desarrollo de vascularizacion tumoral puede
deberse tanto a la sobreproduccion de factores angiogénicos como a la
regulacion negativa de factores inhibidores de la vaso proliferacion. Respecto
dc los procesos tumorales es posible que ambos mecanismos estén presentes

(36).

3.2 1. Factores angiovénicos

La primera demostracion de la naturaleza de los factores angiogénicos
proviene de los trabajos en donde se aislaron factores derivados de tumor con

generar angiogénesis tanto in _vitro como in _vivo (34-40). Ho

capactdad de ¢
existen numerosos ensavos que miden la capacidad de diferentes factores para
inducir angilogénesis. Estos lactores angiogénicos pueden agruparse de la

siguiente torma:



Factores de bajo peso molecular.

A). Factores quimiotacticos: son tactores que estimulan la migracion pero
no la proliferacion de CE (41). En general sc trata de polipéptidos de 2000-
14000 D. Estos factores han sido aislados de tejidos en reparacion v en cultnvos
de macrofagos in vitro en respuesta a la hipoxia (42) v al lactato (45). Se cree
que son los macrofagos presentes en los tejidos dafiados los responsables de la
actividad in vivo.

B). Lipidos: La caracterizacion quimica v el uso de inhibidores sugieren
que una mezcla de prostaglandina E| v E. serian responsables de esta actividad
(44-47). Los miveles de prostaglandinas son elevados en tumores, exudados
inflamatorios, cicatrizaciones v en sobrenadantes de macroftagos activados (471,

C). Factores angiogénicos derivados de tumor: son compuestos de bajo PM
(200-1000 D) que estimulan la proliferacion de las CE (38-40). Una de estas

moléculas ha sido recientemente caracterizada como nicotidamida (48,49).

Factores de crecimiento.

Algunos factores de crecimiento o migracion de las CE fueron descriptos
durante los anos 70. Entre los primeros factores aislados estan el factor basico
de crecimiento de fibroblastos (bFGF) aislado de cerebro (50-52). el factor de
crecimiento de las células epiteliales (ECGF) aislado de hipotalamo (53), el
factor de crecimiento de condrosarcoma (ChDGF) (54) v el factor dcido de

crecimiento para fibroblastos (aFGF) (35).

Factores polipeptidicos.

A). Angiogenina: tue ¢l primero en ser purificado a partir de medios
condicionados de cultivo de adenocarcinoma humano (356-59).

B). Factores transtormantes del crecimiento (TGF): los TGF son
polipéptidos que fueron primero identiticados por su habilidad para transtormar

el fenotipo de celulas normales. Entre ellos el TGF-a v ¢l EGF (tactor de



crecimiento  epidérmico) estimulan la  proliferacion de las CE en  los
microcapilares (60-63). Otros como ¢l TGF-B inducen la formacion de neovasos
v la produccion de colageno por los fibroblastos ademads de ser un potente factor
quimiotactico de los monocitos (64-66). Sin embargo, otros trabajos relacionan
al TGF-B con la inhibicton de la proliferacion de las CE in vitro v antagoniza la

actividad mitogénica de bFGF en forma no competitiva (67.68)

Nuevos factores:

Recientemente, dos nuevos factores angiogénicos han sido identificados.
Ambos estan estructuralmente relacionados con el factor de crecimiento
derivado de plaqueta (PDGF). El primero es el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) también conocido como factor de permeabilidad
vascular (69-70). El VEGF es un mitéogeno especifico de las células endoteliales
in_vitro v posee actividad angiogénica in_vivo. Posee dos formas pequenas
(VEGF s, v VEGF ,.5) que son secretados como proteinas, pero dos formas
mavores (VEGF 4« v VEGF ., sc unen a los proteoglicanos que contienen
heparina en la membrana de las células o ¢n la membrana basal (70). Ademas,
como tactor de permeabilidad vascular permite la extravasacion de proteinas
como ¢l fibrinogen para tormar el gel de fibrina extravascular que es el sustrato
optimo tanto para el crecimiento de las celulas tumorales como para las células
endoteliales. Cabe senalar que se ha demostrado la induccion de VEGF en las
regiones hipoxicas de glioblastomas multiformes (70).

1 scgundo tactor es el tactor de crecimiento placentario (PIGF). el cual
fue arslado de placenta v células de coriocarcinoma humano (71). Este factor
presenta un 34% de homologia con ¢l VEGF.

A pesar de los ¢xitos logrados con ¢l tratamiento anti-angiogenico en
algunos tipos tumorales (25) la existencia de tantos factores angiogénicos hace
dificultoso ¢l intentar prevenir la angrogénesis tumoral bloqueando tactores

angiogenicos individuales. De hecho existen hibridomas que secretan grandes



cantidades de anticuerpos anti-FGF v sin embargo. la presencia de otros tactores
angiogénicos hace que el tumor vascularice v desarrolle. Sin embargo. ¢l uso de

factores anti-angiogdénicos parece abrir una nueva puerta a la terapéutica,

3.2.2. Factores inhibidores de la vascularizacion

Los antagonistas de la angiogénesis han sido divididos en dos categorias:
aquéllos que tnhiben la produccion de factores angiogénicos v los que inhiben la
proliferacion de células endoteliales. Se ha demostrado que los interferones
(INF-a ¢ INF-B) inhiben la sefal angiogénica (72,73). Sin embargo. los
diferentes tumores v hasta diferentes subpoblaciones de un mismo tumor pueden
o no responder al INF. Por otra parte. se ha observado que el factor plaquetario
4 (PF4) producia zonas avasculares en la membrana coridonica de embrion de
pollo (74). El PF4 inhibe la proliferacion de las células endoteliales in vitro, sin
embargo las concentraciones usadas no pueden ser alcanzadas in vivo. Otro
inhibidor de la angiogenesis fue recientemente extraido de cartilago v se lo
denomino TIMP (inhibidor de las metalo-proteinasas) v actua inhibiendo las
colagenasas (75-77). Luego fue descripta una segunda molécula con actividad
inhibidora de las metaloproteinasas. denominada TIMP-2 (78). Existen
observaciones acerca de factores inhibidores de la angiogénesis de bajo peso
molecular. Se ha conseguido inhibicton de la angiogénesis con una combinacion
de esteroitdes v un sustituto sintético de la heparina Ilamado B-ciclodextrina
tetra-deca sulfato (81). La penicilina (82). los analogos de la vitamina D3 (83).
el metabolito de herbimicina A (84) v la anti-colagenasa minociclina (83
también han sido descriptos como factores antiangiogénicos. Mas recientemente.
derivados del metabolito fungico denominado Fumigalina. demostro poseer
capactdad dc¢ inhibir angiogéneis v suprimir el crecimiento de tumores

xenogeneicos en animales nude (86.837).



Otros autores han descripto que los glucocorticoides. v en especial la 6 meti-
prednisolona. inhiben la angiogénesis inducida por tumores v otros materiales
(88-90).

El enfoque mas reciente en la basqueda de factores anti-angiogénicos esta
orientado hacia los reguladores negativos endogenos de la vascularizacion. Asi
se han sido descriptos tres nuevos factores:

el primero es la trombospondina. producto de un gen supresor que posee
actividad anti-angiogénica; este factor es producido constitutivamente por las
células normales pero su producccion decae al 4% durante el proceso de
tumorigénesis (79.91,92). El segundo factor es el inhibidor de la angiogenesis
derivado de glioma. que se encuentra regulado negativamente en el tumor de
cerebro en humano, pero cuva produccion se restituve cuando se vuelve al
fenotipo p33 normal (80,93). Por altimo, ¢l mas reciente de los factores
inhibidores de la neovascularizacion es la angiostatina, una proteina de
aproximadamente 38kD derivada del plasminogeno, cuya actividad ha sido
relacionada con el estado de tumor dormido que induce sobre sus metastasis 2l
carcinoma murino de pulmon de Lewis (94). Cabe senatar que este factor puede
actuar tanto en forma paracrina como endocrina inhibiendo especiticamente la
prolifcracion de las celulas endoteliales v que su accion desaparece después de
la extirpacion del tumor primario. permitiendo el rapido desarrollo de las

metastasis que hasta ese momento permanecian ¢n estado de tumor dormido.

4. MECANISMOS RESPONSABLES DEL ESTADO DE TUMOR DORMIDO
4.1. Definieion del estado de tumor dormido.

El estado de tumor dormido es aquel en el cual tas celulas tumorales
persisten por un largo tiempo en un huésped clinicamente normal con escaso o

ningun incremento en su poblacion celular. Las c¢é¢lulas tumorales en este estado



pueden estar detenidas en un determinado punto del ciclo celular, o bien poscer

teual grado de muerte v de proliteracion (95.96).

4.2. Mecanismos.
Los mecantsmos propuestos para la permanencia de las celutas en estado

de tumor dormtido son;

. Inmunidad mediada por células (97-102)
a. Citoliticos
b. Citostaticos
2. Respuesta inmune humoral (105,104
a. Anticuerpos citotoxicos
b. Citoquinas inhibidoras del crecimiento tumoral

. No inmuncs

LI

a. Factores solubles que inducirian arresto mitotico
b. Factores solubles que inducirian diferenciacion

4. Avasculandad v sccuestro tumoral (105-110)

th

. Auscencta de factores especificos requeridos para el
crecimiento tumoral:
a. Hormonas (111-114)
b. Factores de crecimiento producido tanto por el
huésped como por el tumor
6. Activacion de una secuencta de genes supresores
a. Estado de inicracion en la carcinogénests quimica
(116,117,
De tos mecanismos analizados cuatro son los que resultan de mavor
importancia en los modcelos animales 1n vivo
(1 Dependencia consututiva de las ccelulas tumorales de lactores de

crecirmiento.



El caso mas conocido es ¢l de los tumores hormono-dependientes. La
detencion del crecimiento se elimina cuando ciertas variantes de celulas
tumorales se vuelven independientes de esos factores o cuando son capaces de

producirtos ellas mismas. volviéndose tumores autonomos.

(2) Avascularidad v secuestro

El crecimiento progresivo de los tumores solidos en su lugar primario o
en sitios distantes depende de la neovascularizacion (105-110). Los nodulos
tumorales pequedios no desarrollan mas alla de | o 2 mm de diametro sin
vascularizacion. La neovascularizacion tumoral depende de factores
angtogénicos producidos por las células del huésped o por las propias células
tumorales (111). Los factores producidos por las células del huésped estan
regulados, en algunos casos, por sustancias derivadas del tumor. Asi el estado
de tumor dormido inducido por ausencia de vascularizacion depende de un
complejo ststema de interaccion entre las células del huésped y las células

tumorales.

(3) Mecantsmo inmunologico
Existen una gran variedad de mecanismos que pueden ser identificados
como responsables del estado de tumor dormido. Los mecanismos inmunologicos
actuarian lisando un numero de células tumorales igual al que se produce por
proliteracion (95-104). La evidencia fundamental se basa en el alto porcentaje
de aparicion de ciertos tumores en individuos inmunosuprimidos. En los
modelos experimentales en los que se usan tumorcs de i1nmunogenicidad

ceneralmente inducidos por carcinogenos quimicos o virales, el

=
-

detectable.
mecanismo inmunologico juega un papel tundamental en la regulacion de su
crecimtento. Ademas restringe o suprime el desarrollo de las células remanentes

a la extirpacion de un tumor. Sin embargo. en los modelos en los que se utilizan



tumores de baja o nula inmunogenicidad. los mecanismos aqui descriptos no

¢jercerian un efecto rmportante.

(4) Factores inhibidores
Se han descripto factores inhibidores de la proliferacion de células tumorales in
vitro (119,120). Dichos ftactores provienen de diferentes tejidos. normales v
neoplasicos (120). del sobrenadante de cultivos celulares v del suero de
animales o pacientes portadores de tumores (121-124). En ningun caso se
intentd correlacionar este hecho con la induccion del estado de tumor dormido.
es decir, con metastasis no aparentes al momento de la extirpacion quirurgica

del tumor primario.

Los mecanismos responsables de la terminacion del estado de tumor
dormido se resumen a continuacion:
A.Supresion inmune
A.l. Extrinseca
a. Anestesia y procedimientos quirurgicos (125-127)
b. Infecccion con agentes inmuno-supresorcs
¢. Drogas citotoxicas v glucocorticosteroides
A.2 Intrinsecas
a. Caida de las defensas asociada a la edad
b. Factores causantes de la regulacion ncegativa de la respuesta inmune
producidos tanto por las celulas del huésped como por las células tumorales.
B. Estimulacion inmune que Ileva a la regulacion negativa de la respuesta
inmune.
C. Suplemento de factores de los que las células tumorales dependen
constitutivamente.
D= Vascularizacion del tumor (128).

. Mutacion v proliferacron de una variante inmuno-resistente.



F. Activacion de oncogenes adicionales. (117)

Un mecanismo que cumple con varios de los items antes descriptos es la
inflamacion. Existen trabajos en los que se generan inflamaciones en ¢l arca de
un tumor dormido v éste retoma su crecimiento. Este fenomeno ha sido

denominado oncotaxis (129).

5. EL FENOMENO DE LA RESISTENCIA CONCOMITANTE
5.1. Introduccion

La experiencia clinica revela que en muchas ocasiones, la extirpacion de
un tumor va seguida de un rapido desarrollo de metdstasts que no eran aparentes
al ttiempo de la misma (96-101). Los estudios realizados en estos casos sugieren
que la presencia de un tumor primario ejerce un control inhibitorio sobre las
metdstasis.

El modelo experimental para el estudio del fenomeno de control de
metastasts por el tumor primario es conocido como resistencia concomitante.
Constderando los estadios descriptos en el Esquema | para ¢l establecimiento de
una metastasis. veremos que cste modelo experimental sirve para el estudio de
los tactores microambientales a los que se enfrenta la metastasis experimental

1o

tdesatio 277) lucgo de la implantacion v que pueden llevar a la induccion del
estado de tumor dormido. El microambiente sera la resultante de factores que
actuan por difusion v otros que actuan  localmente por e¢jemplo  la

vascularnizacion.

5.2 Antecedentes historicos

En ¢t afo 1906 Paul Ehrlich (130) describio el fenomeno de resistencia
concomitante segun ¢l cual un individuo portador de un tumor inhibe o retarda
ol erecimiento de un sezundo implante con celulas de ese mismo tumor cuando

este mmplante es realizado en un sino distante ab del crecimiento primario. Dos



anos mas tarde Bashford lo denomind "inmunidad concomitante”. ¢n la creencia
de que se trataba de un rechazo inmunologico. Postulo entonces que el tumor
primario dispara una respuesta inmune tardia. incapaz de impedir la progresion
de dicho tumor. pero suficiente para neutralizar el implante sccundario (131).
Este enfoque fue apovado en los afios '60 con ¢l descubrimiento de los antigenos
de transplante especificos de tumor (TSTA) en tumores inducidos por
carcindgenos quimicos Vv virus oncogeénicos (132). Sin embargo. se ha
establecido que la resistencia concomitante puede ser inducida tanto por tu-
mores inmunogénicos como por tumores no-inmunogénicos, por lo que la
postulacion del control inmunoldogico no puede ser generalizada (153-135).
Varios autores han demostrado que los mecanismos inmunologicos clasicos.
principalmente mediados por linfocitos T y macrofagos podrian explicar, al
menos en parte, la resistencia concomitante generada por tumores murinos
fuertemente inmunogénicos inducidos por carcindgenos quimicos o virales
(1535.136). No obstante. respecto de tumores con baja o nula inmunogenicidad.
ta naturaleza del tenomeno permanece casi completamente desconocida: todos
los datos relativos a su etiologia obtenidos a partir de experimentos ¢n ratones
nude v eutimicos son esencialmente negativos. sugirtiendo que los linfocitos T
no cumplen un rol significativo (143).

Dado que la enorme mavoria de los tumores espontaneos de rata. raton v
presumiblemente humanos. pertenecen a  esta categoria. resulta de suma
importancia estudiar la resistencia concomitante inducida por tumores con baja
o nula inmunogenicidad.

En trabajos previos (137-141) realizados en nuestro laboratorio se ha
demostrado que la resistencia concomitante inducida por varios tumores
Murinos no-inmunogénicos operaba a través de un mecanismo citostatico sin la
participacton local de celulas del huésped: en efecto, en el implante secundario
Jque no crecia como consecuencia de la resistencia concomitante. ¢l examen his-

tologico revelo la presencia de celulas tumorales bien preservadas sin ningun



signo de necrosis v sin ninguna intfiltracion con cé¢lulas del huésped. en estado

de tumor dormido. contrastando drasticamente con un fenomeno de rechazo

tnmunologico convencional. Mas aan. las cclulas de bazo v ganglio de ratones
con resistencia concomitante. no mostraron actividad citotoxica sobre las

c¢lulas tumorales in vitro ¢ 1n vivo.

Hemos demostrado asimismo que los sueros de ratones portadores de 3
tumorces no-inmunogeénicos exhibian 1n_vitro una actividad inhibitoria de la
proliferacion tumoral que era proporcional a la intensidad de la resistencia
concomitante generada por dichos tumores (118,142).

Experimentos realizados usando ratones en parabiosis sugieren que esta
actividad inhibitoria puede cumplir un rol causal en la induccion de Ila
resistencia concomitante. En efecto, se vio que un implante tumoral no crecia en
un raton normal unido en parabiosis con un raton portador de tumor; esta
"tmitacion” de la resistencia concomitante se correlaciono con la presencia de
actividad antitumoral en ¢l suero del raton normal transferida por circulacion
cruzada desde el raton portador de tumor. Mas aun, cuando ambos miembros del
par en parabiosis fueron scparados, el titulo de la actividad antitumoral cavo
rapidamente en ¢l sucro del raton normal, en el cual las células del implante
tumoral quc habian permanccido hasta esc momento c¢n estado dormido.
comenzaron a crecer.

Estos experimentos sugicren que la resistencia concomitante dependeria
de un nivel alto v persistente de actividad inhibitoria en sucro. Esto implica que
esta actividad inhibitoria podria eventualmente ser utilizada como herramienta

terapeutica para controlar ¢l crecimiento tumoral in vivo.



OBJETIVO

Observaciones clinicas v experimentales han mostrado que en muchas
ocastones. la extirpacion de un tumor trae como consecuencia el crecimiento
"explosivo” de metastasis que no eran detectables en ¢l momento de la
extirpacion v que por lo tanto permanecian en un ¢stado de tumor dormido. Esto
ha sugerido que el tumor primario ejerce un control inhibitorio sobre sus
propias metastasis. El modelo experimental que representa dicho fenomeno es
conocido como resistencia concomitante (RC) y se define como la inhibicion de
un implante tumoral secundario en un individuo portador de tumor.

En este trabajo, utilizando el modelo de resistencia concomitante
inductdo por ¢l tumor LB en ratones BALB/c, nos hemos propuesto los
stguientes objetivos:

A). Estudiar si1 el efecto inhibitorio del tumor primario sobre las
metastasis experimentales se ejerce a través de mecanismos:

A-1). Directos. por inhibicion de la proliferacion de las propias células
[.B implantadas secundariamente.
A-2). Indirectos. a través de la inhibicion de la neovascularizacion del

implante secundario.

B). Aislamiento v caracterizacion del factorres inductor.es del estado de

tumor dormtdo de las metastasis experimentales.

La comprension del balance existente entre el crecimiento tumoral v la
restriccton del mismo en ¢l estado de tumor dormido podria permitir ¢l
desarrollo de terapias que inclinen fa balanza a tavor del paciente. resultando en

la prolongacion del estado de tumor dormido.



MATERIALES Y METODOS

Animales:
Se utilizaron ratones BALB ¢ de ambos sexos (entre 3 v 5 meses). Estos se
obtuvieron de nuestra colonia, v se mantuvieron con pellets de Nutric (Cordoba)

v agua ad-libitum.

Tumores:

LB: Se trata de una leucemia linfoide que se origing espontaneamente en
un raton BALB:.¢ de 6 meses, en nuestro bioterio. Se mantiene por pasaje
subcutaneo en ratones singeneicos. Crece in-situ alcanzando un gran tamano.
Tiene una mortalidad de un 100°% en un promedio de 18-22 dias cuando se
inoculan 10° células. La dosis de células tumorales capaces de matar al 50% de
los animales sc inoculados (DT 30) es de 1000 células y se ha mantenido a lo
largo de los pasajes. Mediante ensavos de inmunizacion se ha comprobado que
s¢ trata de un tumor no inmunogénico. Por otro lado se ha demostrado en
nucstro laboratorto que cste tumor gencra una resistencia concomitante muy
intensa (118). Estudios realizados en el Weizman Institute de Jerusalen (Israelh)
por ¢l Dr. Naor. han establecido que las cc¢lulas del tumor LB tienen las
stgutentes caracteristicas: el 95% es Thy 1+2+ Lyt 2- L3T4~. CD25-. ¢p70-.
H-2D-. H-2K~.-. I-E -.

Como controles de especiticidad de RC se utilizo ¢l tumor C7HE:adeno-
carcinoma mamario altamente mctastasico inductdo en ratones BALB ¢ por
acetato de medroxiprogesterona. No presenta inmunogenicidad detectable v no

¢jerce resistencia concomitante (118). Su DT 30 es de 1000 células.



Determinacion del volumen tumoral:

El volumen tumoral se calculo de acuerdo con la formula descripta por
Attia v Weirss (144) con determinaciones realizadas con calibre:

volumen= 0.4 (a.b”)

siendo a v b los diametros mavor v menor respectivamente.

Ensayvo de Resistencia Concomitante:

Se realizo un implante tumoral subcutdaneo (sc) en ¢l tlanco derecho de
ratones BALB/c. A diferentes tiempos, se realizo un segundo implante sc con
cé¢lulas del mismo tumor (desatio secundario) en el flanco izquierdo.
contralateral al tumor primario en desarrollo. El grupo control sélo recibio el
inoculo tumoral "secundario” en el flanco izquierdo. Se determino la toma
tumoral v cinética de crecimiento del implante secundario en funcion del

volumen del tumor primarto.

Ensavo de neovascularizacion:

Varias  suspensiones  de  células  inductoras de  vascularizacion
tmacrofagos. lintocitos. fibroblastos) fucron sc¢ inoculadas en ¢l tlanco
1zquierdo de a) ratones portadores de un tumor primario ¢ b) ratones normales.
Cinco dias despues. los ratones tueron sacrificados v se separd curdadosamente
la piel de la zona inoculada con las células inductoras de vascularizacion
iflanco 1zquierdor. La picl asi obtenida tue puesta bajo una lupa de discccion
rmagnificacion 10x).

[Las celulas inductoras de vascularizacion se obtuvieron de la sigutente torma:

1) Macrotagos de exudado peritoneal (MEP): Ratones BALB ¢ normales
fueron i1njectados intraperitonealmente con 1 ml de troglicolato al 3% (Ditco
caboratortes. Detroit, M) Al cuarto dia s¢ procedio al Tavado del peritoneo con

10 ml raton de RPMI 1640 o (Gibeco. Grand lIsland. NY)i. Las cclulas



peritoneales tueron lavadas dos veces v resuspendidas en medio. La viabihidad
celular fue rutinariamente mayor del 95%, medida por exclusion del colorante
azul tripan.

11) Linfocitos semi-alogeneicos de bazo (LSA): Los bazos de ratones
hibridos FI (BALB.¢cxAKR) fueron presionados a través de una malla metalica.
La viabilidad de la suspension celular fue determinada por el método de
exclusion con el colorante azul tripan.

i) Fibroblastos embrionarios murinos (FE): se utilizaron embriones
BALB.c de 14 dias. Luego de¢ separar la cabeza y ¢l higado, el embrion fue
seccionado en piezas pequefas y tratado con tripsina 0.25% por 15 minutos en
agitacion a 37"C. Luego se procedio a inactivar la tripsina en RPMI con 20% de

suero fetal bovino. Las células se utilizaron en el segundo o tercer repique.

Cuantificacion de la proliferacion vascular:

Con el proposito de cuantificar los vasos que se forman por la inoculacion
de MEP, LSA v FE usamos una adaptacion de un meétodo va descripto por otros
autores (143). Brevemente, se coloca la piel correspondiente a la zona donde se
han 1noculado las células inductoras de vasoproliferacion bajo la lupa de
diseccion. luego se toma una fotografia de un area de | cm™ de ptel. Las
fotogratias son provectadas v se cuenta ¢l nimero de vasos que convergen hacia
ta zona del i1mplante. Es importante senalar que este método no permite
cuantiticar la reaccion de neovascularizacion total, va que existen gran cantidad
de microvasos que no sc detectan por este método. Por este motivo cortes
histotogicos de las mismas muestras ftueron estudiados por técnicas de
inmunohistoquimica utihizando anticuerpos anti-factor von Willebrand (anu

tactor V) para detectar células endotehales.



Estudio de la microvascularizacion:

<

Los tejidos embebidos en parafina fueron fijados en formalina v lue:
desparatinados con xileno. Luego de la hidratacion a través de un gradienie
decreciente de etanol. agua destilada v PBS, los cortes fueron incubados con una
dilucion 1:100 de anticuerpo policlonal contra antigenos relacionados al fac:or
VIII (Bio Genex. CA), durante 2 horas a temperatura ambiente. Anticuerpos
anti-conejo biotinilados fueron usados para revelar el primer anticuerpo (B:o
Genex).

La tincion inmunohistoquimica se llevo a cabo por incubacidon con un complz:o
estreptovidina tosfato conjugado alcalino 1:15 (Bio Genex), y revelado con :l
sustrato de tucsina (Bio Genex).

Los controles negativos fueron tratados de igual modo pero usando PBS en vez

de anticuerpos especificos contra el factor VIII.

Medio de cultivo:
Se wutitizo RPMI 1640 (Gibco,New York)suplementado con 1% Jde

antibiotico (estreptomicina. penicilina v anfotericina).

Células en cultivo:

Celulas Tumorales:

1) LB: Las cc¢lulas se extrajeron de un tumor LB i.p. que crece en torma
ascitica. El procedimiento que se sigue es el siguwiente: se lava el perttoneo con
RPMI. se centrifuga a baja velocidad para precipitar las células que luego :e
resuspenden en RPMI. Las celulas LB ast obtenmidas se siembran en placas de <o
pocillos a una concentracion de 1 a 2x10° células por mililitro. durante 18-24
horas en estufa gascada a 37 "C.

iy C7HI: A partur de un tumor C7HI creciendo subcutancamente ¢n
ratones BALB ¢. s¢ obtienen pequenos fragmentos. Estos son sometidos a
drgestion enzimatica (se¢ emplean colagenasa 0.023 g: tnipsina 0.023 ¢

atbumina 0.05 g por cada 10 ml de PBS) en agitacion a 37 "C por 20 minutos



Mediante decantacion en tubos Falcon por 20 minutos. se va separando el
sobrenadante rico en fibroblastos (celulas normales del estroma tumoral) del
pellet enriquecido en células epiteliales. Estas se siembran luego en placas
utilizandose como medio de cultivo RPMI sin rojo tenol adicionado con

bicarbonato. hepes, 2-mercaptoetanol v 10% de SBF.

Celulas Normales:

glios linfaticos de

1) Linfocitos murinos: linfocitos provententes de gan
animales BALB.¢ normales fueron sembrados en concentraciones de 4x10° v
2x10° células;ml, en placas de 96 pocillos (NUNC , Dinamarca) y estimuladas
con Concanavalina A (Con A) en dosis de 0.25; 1 v 2 mg'ml durante 48 horas.

1) Fibroblastos embrionarios murinos (FE): embriones BALB.c de 14 dias
fueron obtenidos de hembras prefiadas. Luego de separar la cabeza y el higado,
el embrion fue seccionado en piezas pequefias v tratado con tripsina 0.25% por
I35 minutos en agitacion a 37"'C. Luego se procedio a inactivar la tripsina en
RPMI con 20% de suero fetal bovino. Las células se utilizaron en el segundo o
tercer repique v se sembraron en placas de 96 pocillos en una concentracion de
Ix10" celulas ml.

1) Células endotehiales (CLE): Células endoteliales normales de vasos
provenientes de cordon umbilical humano (HUVEC) obtenidas de la American
Tissue Culture Corporation fueron cultivadas en RPMI adicionado con 20% de
suero fetal bovino v 5 ng ml de bFGF. Las CE se sembraron en microplacas de

96 pocillos en una concentracion de 1x10° células. ml.

Tratamientos con drogas anti-inflamatorias in vivo:

Ratones BALB. ¢ portadores de tumor LB de 12 dias (3000 mm' de
volumen tumoral aproximadamente) v normales tueron inoculados durante tres
dras consccutivos con 0.3 mg Kg (0.2 ml intraperitoneal) de Indometacina

tIndoy. 3 mg Kg (0.2 ml intraperitoneal) de acido nor-dihidro-guavaretico



(NDGA). 5 mg.Kg (0.2 ml intraperitoneal) de fenidona (Fen), Indo mis NDGA
(0.4 ml intraperitoneal), 0.024 mg/raton de clorpromazina o 1 mg Kg de
prometazina. 24 v 48 horas despuds de la altima inoculacion los ratones fueron
sangrados. Los sueros obtenidos fueron ensavados sobre la proliferacion de

células LB in vitro.

Sueros:

Tanto los animales portadores de tumor LB como los controles normales
fueron sangrados a muerte por el plexo retro-orbital con una pipeta estéril. Se
dejo coagular la sangre a temperatura ambiente durante 40 minutos.
procediéndose luego a dos centrifugaciones de 1300 v 2000 rpm. EIl suecro asi
obtenido se guardo a una temperatura de -20 °C hasta su uso. Los sueros fueron
rutinariamente decomplementados previamente a su utilizacion en ensayvos in

VItro.

Ensayo de incorporacion de timidina tritiada:

La proliferacion de células tumorales y normales en 0,1 ml de medio fue
determinada en placas de 96 pocillos en presencia de 0.1 ml de diluciones
seriadas de suero o fracciones de suero de ratones portadores de tumor o de
ratones normales. Inmediatamente se agregd un pulso de timidina tritiada
(timidina-H") (Dupont. NEM Research Products) en una concentracion dJde
ImCi.ml. Las mezclas se incubaron en estufa gascada (5% de CO,). a 37 C
durante 18 a 24 hs. Las cclulas se cosecharon con un coscchador automatico de
celulas. v la radiactividad incorporada se midio en un contador Beta Jde
centelleo liquido (Beckman USA). El porcentaje de inhibicion se calculo de la

siguiente mancera:

%%inhibicion={1 - X cpm cxpcrimcntul)x 100

N ¢pm control



En el caso de las células tumorales LB que crecen en suspension. éstas fueron
agregadas (1 a 3x10° celutas por pocillo) simultincamente con el suero v la
timidina-H'. En el caso de otras células tumorales (C7HI) 6 normales
(fibroblastos embrionarios. cé¢lulas endoteliales) que crecen adheridas a un
soporte solido, las células fueron sembradas en las placas 4 a 24 horas antes de
adicionar el suero a testear v la timidina-H'. En el caso de los lintocitos
normales, éstos fueron estimulados por 48 horas con Concanavalna A (Con

Ajantes de agregar el suero a testear y la timidina-H".

Unidades inhibitorias S0 por mililitro (UI50/ml):

Se detine a las unidades inhibitorias 50 (Ul50) como la inversa de la
dilucion del suero que produce un 50 % de inhibicidon de la incorporacién de
timidina-H' observada cultivando las mismas células en RPMI. Por ejemplo. si
0.1 ml de suero en la dilucion 1.16 produjera 50% de inhibicion entonces habria

16 UI50 en 0.1 ml de suero, ¢s decir 160 Ul50 por ml

Adhesividad y fagocitosis de células adherentes peritoneales murinas,

S¢ sembraron Sx10°  celulas provenientes del peritoneo de amimales
BALB.¢ normales en pocillos de 0.4 ml de fondo plano. A la hora se agregaron
particulas de latex v se incubaron por otra hora.

Luego sc lavaron para sacar las cclulas que no se adhiricron v se fijaron las
cetulas adhertdas con formol al 10 ®. A continuacion se¢ colorco con azul de
tolurdina. Sc¢ contaron las ce¢lutas adheridas en 10 campos por pocillto. las
detrminaciones se reahizaron por duplicado. La tfagocitosis se conto como el
numero de particutas tagocitadas por celula. independientemente del numero de
celulas adheridas. La inhibicion de la adhesividad v de la fagocitosis se¢ expresa

en Uladh30 mi v Ulfag3o ml respectivamente.



Adhesividad de polimorfonucleares humanos (PMN) a placas de plastico.
PMN provenientes de sangre periférica fueron aistados de muestras de
sangre humana tratada con heparina por centritugacion en Ficoll-Hvpaque (146)
v sedimentados en dextran. Los eritrocitos contaminantes fueron removidos por
lists hipotonica. Lucgo de lavadas, las células tueron resuspendidas en RPMI,
suplementado con 30 mg ml de gentamicina (TCM), hasta una concentracion
final de 2x10° PMN. ml. Alicuotas de 0.1ml de e¢sa suspension. conteniendo de
935-98% de neutrofilos. fueron sembradas en placas de 96 pocillos. Luego se
agregd Cr' y las placas s¢ incubaron en una estufa gaseada por 5 horas a 37°C
con un 5% de CO-y 95% de humedad. Se procedid a retirar ¢l sobrenadante. Las
ce¢lulas adherentes fucron lisadas con HCl 3 N y cosechadas con un cosechador
automatico. La radiactividad fue medida en un contador gamma (Beckman). La
cantidad de Cr'' en las células adheridas se consideré una medida de la

adhesividad de los PMN.

Agregacion de plaquetas humanas.

I plasma rico en plaquetas tue obtenido de sangre humana por
centrifugacion a 180 g por 10 min. El numero de células fue ajustado a 5x10°
mi"' por adicion de plasma pobre en plaquetas obtenidas por centrifugacion

(3000 ¢ por 30 min.) de la muestra remanente de sangre. La agregacion
plagquetaria fue inducida con sal de araquidonico sodico 0.8 mM v medida en un
Pavton aggregometer (Chrono-Log 0 a 9.000 rp.m. v 37°C) segun biliografia

(147,



Purificacion y caracterizacion de la actividad inhibitoria hallada en suero
de ratones portadores de LLB
Dialisis del suero:

Un volumen de 5 ml de suero de ratones normales o de portadores de
tumor s¢ dializo rutinariamente a través de membranas con punto de corte en
[2.500 D (Fisher), contra un volumen de 50 ml de agua destilada y desionizada
(mith-Q). La dialisis se realizo con agitacion magneética durante 48 hs a una
temperatura de 4° C. Dialisis de suero contra volumenes menores fueron

realizados también en determinadas ocasiones.

Liofilizacion:
La fraccion dializable fue liofilizada (-50°C y 10 micrones de atmodsferas

de Hg). El producto fue resuspendido en 0,5 ml de agua milhi-Q.

Cromatografia en columna:

Se utilizaron columnas de Sephadex G-25 finey G-15 .

1) Sephadex G-25:
Posce un rango de traccionamiento para moléculas de 1.000 a 5.000 D. La altura
fue de 84 ¢m X 0.7 ¢m de didmetro. con un flujo constante de agua milli-Q de
0.56 ml cada 74 seg. El volumen de la siembra es el 1.5 % respecto  del
volumen de la columna. lo cual nos permite usarla en forma analitica.

Los marcadores de peso molecutar conocido utitizados fueron ¢

Nombre PM (cen Daltons)
Blue dextran 2.000.000
cadena a de la Insulina 2.531.6
cadena B de ta tnsulina 34939

ATP 507.1

ADP 427.2

i) Sephadex G-13
El rango de fraccionamiento es 0 a 1.3500 D



Se utitizaron columnas de 66 ¢m de altura, con un diametro de 0.7 ¢m. El
flujo de agua milli-Q s¢ mantuvo constante a 0.56 ml cada 74 scg. El volumen
de siembra respecto del volumen de la columna es del 2.5 %, lo que nos permite
interpretar los resultados en forma analitica .

Se utilizaron las siguientes moléculas como marcadores :

Nombre PM (en Daltons).
Blue dextran 2.000.000
Pestatina A 685.,9
ATP 507.1

ADP 427,2

Digestion enzimaitica:

La fraccion dializable (<12.500 D) obtenida a partir del SLB fue
liofilizada y resuspendida en ¢l volumen original. Se incubaron 0.6 ml de la
muestra con 0,6 ml de las suspensiones enzimaticas (pronasa, carboxipeptidasa
A. tripsina, lipasa, a-glucosidasa, B-glucosidasa. RNAsa. DNAsa) en distintas
dosis. Las mezclas se incubaron durante lh. a 37" C. v la reaccion se detuvo por
calentamiento a 100" C por 5 minutos. de acuerdo con Schiffman (148) v el
"Worthington  Enzyme Manual™ (149). Se¢ usaron como controles fracciones
calentadas. incubadas con enzima inactivada por calor. Resultados previos
habian mostrado que el calentamiento a 100°C no disminuia la actividad

mmhibitoria del suero.

Columna de intercambio anidnico:

Se utilizaron columnas DEALE A-25 de 25 ¢m de altura v 2 ¢m de diametro
preparadas en buffer fosfato 0.03 M. El flujo se tijo en 2.8 ml. minuto. Se vario
la fuerza 10nica utilizando ¢l mismo butter con una concentracion creciente de
NaCl hasta obtener 0.1 M v 0.2 M de concentracion ftinal. Sc¢ recogieron

fraccrones de 2 ml de cada concentracion salina hasta compietar 10 veces el



volumen de la columna. Las fracciones asi obtenidas fucron probadas en un

ensavo de incorporacion de timidina-H'.

Cromatografia en capa delgada (TLC):

Se¢ prepararon placas de silica gel tipo GF (Sigma) de 0.30 mm de espesor.
Fracciones recogidas de la columna Sephadex G-15 que mostraron un alto titulo
de inhibicion de la incorporacion de timidina-H® fueron liofilizados v luego
resuspendidos en una minima cantidad del solvente de desarrollo. Se sembraron
0.004 ml de suspensiones (1 mg:ml) de marcadores.

El sistema de solventes utilizado fue N-butanol-acido acético glacial-agua
(10:53:1, v.viv) (150). Después del secado, se procedio a revelar las placas con
ninhidrina 0,1% en butanol.

Como marcadores de PM se utilizaron :

Noimbre PM (en Daltons)
Cadena a de Insulina 2531,6
Cadena B de Insulina 34959
Pepstatina A 6839
También fueron sembrados marcadores de diterente naturaleza quimica:
Nombre PM (cn Daltons)
Tirosina 181,19

Alanina 89,09
Putrescina 88.13
Espermidina 14524
Aminoguantdina 74.09

Cromatografia liquida (HPLC):
Con las fracciones obtenidas con columnas de Sephadex G-15 que
demostraron poseer actividad inhibitoria de la prolitercion in vitro de cceluias

L. s¢ prepararon muestras hofilizadas que tucron sembradas en columnais



Sphervi-3 Cix de 220 x 2.1 mm. utilizandose un Cromatografo Liquido modelo
140 de Applied Biosvstems con detector de Diodo Arrav. Los solventes fucron
A triftuoracético (TFA) 0.1% v B: acetonitrilo (AcN) 80% en TFA 0.08%. Se
realizo la corrida en un gradiente de 10 min a 0% de B. v luego hasta 60% en A0
min. El volumen sembrado ftue de 20 a 30ml. Para ensavar la actividad de las
fracciones sobre las células LB se elimind previamente ¢l solvente de elucion
(el AcN es toxico para las células). ElI Diodo Arrayv permite determinar el
espectro de la zona del ultra violeta (u.v.) de cada pico obtenido en la

cromatogratia.

Anidlisis de aminoacidos:

El unico pico de actividad inhibidora de la proliferacién in_vitro de las
cé¢lulas LB que se obtuvo mediante el uso del HPLC fue dividido en dos partes,
una de ellas se sembro en un Analizador de Aminodcidos, modelo 420 de
Applied Biosvstems con hidrolizador, perteneciente  al  LANAIS-PRO.
Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios en Péptidos y Proteinas
(UBA-CONICET).

Mectodologicamente se llevo a cabo una derivatizacion con PITC (union
del grupo amino terminal con tenil-iso-tiocianato) y separacion de los PTC-AA
(fenil-tiocarbamil-aminoacido) por cromatogratia liquida de fase reversa. La
identificacion de los AAs se hace por su tiempo de retencion en la corrida
cromatogratica.

Tambien se llevaron a cabo hidrolists parciales. para lo cual se calienta !a
muestra a 110°C por solo | hora. La degradacion parcial permite separar  los
aminoacidos constituventes pero mantener las modificaciones que éstos puedan

tencer.



Secuenciacion de Aminoacidos:

Se wutihizo un sccuenciador automatico modelo 477A de Applied
Biosvstems con un gradiente Premix. El método utilizado fue ¢t de degradacion
de Edman. Brevemente. se invectd un volumen de 10ml de la muestra v en cada
ciclo de degradacion se midio el tiempo de retencion en corrida cromatogratica
a intervalos de | segundo. Se gratica absorbancia a 269 nm (longitud de onda
donde absorbe la fenil-tiohidantoina (PTH) unida al amino terminal) en funcion

del tiempo de retencion.

Espectrometria de masa:

Los espectros de masa fueron realizados por el método MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorption:lonization) usando una matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico. se utilizo un espectrometro de masa Vestec modelo VT 2000.
La desorcion ¢ r1onizacion de las muestras se llevo a cabo en un Lumonics
modelo HY 400 Nd:YAG. El ancho del pulso del laser fue de 10 ns y el rate de
10 Hz. Los iones fueron acelerados a 30 keV en la fuente y detectados en una
malla multiplicadora de clectrones a la salida del tubo (becton-Dickinson
modelo MM 1-1SG).

Como marcadores de PM se utilizaron:

Nombre PM (en Daltons)
Insulina 5734
Hormona inductora

de la secrecion de la hormona luteinizante 1183



RESULTADOS

1. RESISTENCIA CONCOMITANTE (RC) INDUCIDA POR EL TUMOR LB.

Para contirmar v extender datos previos de nuestro laboratorio relativos al
crecimiento del tumor LB y a la RC generada por él. doscientos cinco ratones
BALB ¢ (n= 205) recibicron un implante sc de Ix10° células LB en el flanco
derecho. De éstos. cincuenta ratones se emplearon para estudiar la cinctica de
crecimiento de este tumor (Fig.1). Los restantes 153 ratones recibieron, a
distintos tiempos del inoculo primario. un implante secundario con distintas
dosis de células LB en el flanco izquierdo. Los controles (n=128) sdlo
recibieron el implante de células LB en el flanco izquierdo. Como puede
apreciarse en la Tabla [, la inhibicion de la toma tumoral de un implante
secundario s¢ hace progresivamente mas intensa cuanto mavor es el tamafo del
tumor primario. En efecto, cuando el indculo secundario se hace
simultdaneamen-te con el indculo primario, sélo un implante de 1x10" células LB
¢s inhibido pero uno de 1x10° 6 1x10° células LB no lo ¢s. Cuando el indculo
secundario se hace al dia 6 después del indculo primario. un implante de Ix10°
celulas LB ¢s inhibido mientras que no lo es uno de 1x10°. Por ultimo cuando el
inoculo sccundario se¢ hace al dia 9-11. ain un implante de 1x10" células LB es
tnhibido. Esto significa que la intensidad de la RC es proporcional al volumen
del tumor primario que lo genera.

Resultados simitares fueron observados en ratones nude. genéticamente
atimicos. tndicando que ta RC generada por el tumor LB ¢s independiente del
tmo. Si tenemos en cuenta ademas datos previos de nuestro laboratorio 1 138) en
donde s¢ demuestra que el tumor LB no ¢s inmunogenico v no genera una
respuesta inmune mediada por celulas ni por anticuerpos. podemos suponer que
¢l mecanismo de RC inducido por el tumor LB no seria atribuible a mecanismos

inmunologicos convencilonales.



Figura 1: Cinética de crecimiento del tumor LB ¢n ratones BALB/c.
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Se orfican los volumenes tumorales (en mm ) obtenidos en funcion de los dias de desarrollo del implante.
Brevemente. 20 ratones BALB. ¢ recibieron un nimero constante de celulas tumorales LB (14 107)

subcutaneamente inoculadas en el flanco derecho.
Elvolumen tumoral fue determinado como se describe en matertales v inétodos.



Tabla 1: Inhibicién del crecimiento del un implante tumoral secundario como

medida de la resistencia concomitante generada por el tumor LB en ratones

BALB/c.
Dia de? Incidencia de Tumor Secundario®
crecimiento (t/n)

tumor N° células LB desafiadas
primario Ix10* 1x10° 1x10°

0 2/19° 12/12 ns 18/18 ns
Control 18/18 12/12 12/12

3 0/12°° 5/5 ns 7/7 ns
Control 12/12 4/4 9/9

6 0/48 °° 17/22 ns
Control 30/30 19/19

9 0/6 °
Control 6/6

11 0/6 °
Control 6/6

a.Ratones BALB/c¢ fueron subcutincamente inoculados en el flanco derecho con Ix10°
c¢lulas LB el dia 0 (tumor primario).

b. A distintos ticmpos decl indculo primario se rcalizaron implantes secundarios con
distintas dosis de células LB cn ¢l flanco izquierdo (tumor sccundario). La incidencia del
tumor sccundario fue registrada como el cociente cntre el namero de ratones donde
crecio el implante secundario (t) v el namero de ratones inoculados (n).

Se utilizo el test Chi-cuadrado para dcterminar ¢l grado de significacion de los
resultados.

p<0.005; **p<0.0001, ns= no presenta diferencias significativas respecto de los
controles.



2. EFECTO DE LA RESISTENCIA CONCOMITANTE INDUCIDA POR EL
TUMOR LB SOBRE METASTASIS ESPONTANEAS.

En el punto anterior vimos el efecto inhibitorio que ejerce un tumor
primario sobre implantes secundarios artifictales de tumor. es decir sobre
implantes que habiamos llevado a cabo experimentalmente. En este punto nos
preguntamos si esta inhibicion también puede ser tlevada a cabo sobre implantes
secundarios naturales, es decir sobre metastasis espontaneas va establecidas.
Como ¢l tumor LB no genera metastasis espontaneamente se determing el efecto
que tiene la presencia del tumor LB sobre las metastasis inducidas por el tumor
C7HI. que es altamente metastisico v que no genera RC contra implantes
secundarios del mismo.

El experimento se realizo de la siguiente manera: setenta ratones
recibieron un implante sc de 1x10° células C7HI en el flanco izquierdo y 30 dias
después cuando el tumor C7HI habia alcanzado un volumen de 889.9-287.6 mm’
{momento e¢n el que segun nuestra experiencia previa va se¢ han implantado
numerosas metastasis de C7HI en pulmon), se extirpo el tumor C7HI sc.

Una semana después se inocularon 1x10° células de tumor LB, inductor de RC.
La extirpacion de C7HI fue llevada a cabo porque nuestro objetivo fue estudiar
el efecto del tumor LB sobre metastasis ya establecidas; si ¢l tumor C7H
hubiera scguido presente. los datos habrian sido oscurecidos o modificados por
los nuevos focos metastasicos que el tumor C7HI habria ido generando por
diseminacion.

Veinticinco ratones BALB.¢ a los que se extirpo el tumor C7HI pero no
inoculados con células LB fucron tomados como control positivo de metastas:s
A los 19 dias de la inoculacion del tumor LB, se extrajeron los pulmones v se
cuantifico ¢l numero de metdstasis (300 micrones) v micrometastasts (- 3
micrones) generadas por C7HI. Se observo que tos ratones portadores de tumor

LB tenman 13 veces menos metastasis v 2 veces menos micrometastasis de C7iil



¢n pulmon que los ratones controles a los que no se les habia inoculado tumor
LB (Tabla Il. p-:0.001 v p=0.05 respectivamente).

Para saber si dicho etfecto era reversible se procedio a la extirpacion del
tumor LB a los nucve dias de inoculado. Luego de 10 dias s¢ observd una
reversion del efecto inhibitorio (Tabla II). Para descartar el c¢fecto quirurgico se
[levo a cabo la sham operacion del tumor LB, el cual stguio ¢jerciendo su efecto
inhbitorio sobre las metastasis pulmonares de C7HI.

Los resultados obtenidos sugieren que: a) la RC inducida por ¢l tumor LB
¢s capaz de inhibir implantes secundarios naturales. es decir, metastasis
espontaneas; b) la RC puede actuar en forma no-especitica inhibiendo implantes
de otros tumores incluso de aquéllos, como ¢l C7HI que no generan RC contra si

mismos.

3. MECANISMO DE LA RESISTENCIA CONCOMITANTE
La RC puede cjercerse a traves de un mecanismo directo de inhibicion
sobre las propias células tumorales. a través de un mecanismo indirecto de

inhibicion de la necovascularizacion tumoral 6 a través de ambos.

3.1. Meccanismo directo: Para evaluar si la RC podia actuar directamente sobre
las c¢lulas tumorales se realizaron dos tipos de experimentos: en ¢l primero se
midio la RC contra c¢lulas tumorales va vascularizadas v en activo crecimiento:
en el segundo se midio la RC contra implantes que no se vascularizan para
crecer. En ambos casos se suponce que -deslindando un efecto indirecto sobre la
neovascularizacion tumoral- toda inhibicion del crecimiento tumoral podria

atribuirse a una accion directa dirtgida sobre las propias ¢elulas tumorales.

3.1.1. Resistencia concomitante contra células tumorales vascularizadas v en

activo crecimiento (lTabla [11):




Tabla 1I: Efecto del
metastasis de tumor C7HI

crecimiento del

tumor LB

sobre el desarrollo

de

N°® de metastasis C7THI

X [rango]
ratones BALB/c® >300 mm’ <300 mm’
Ex-C7HI 65.1 [10-136] (25)° 1.8 [1-5]  (40)
Ex-C7HI, 4.9  {0-38] (28)"" 0.7  [0-2] 10y’
portadores LB
Ex-C7HI, 27.2  [19-41) a2y 1.4 [1-4] (d0)™
ex-portadores
tumor LB
Ex-C7HI, 5.2  [0-15] (8)""" 0.4 [0-4] (40)”

portadores LB

sham-operados

a- Ex-C7THI: ratones a los que se extirpo el tumor C7HI.
Ex-C7HI portadores de LB: ratones ex-C7HI portadores de tumor LB durante 19 dias.
Ex-C7HI, ex-portadores de LB: ratones ex-C7HI portadores de LB a los que se extirpo

el tumor LB a los 9 dias de crecimiento.
Ex-C7HI portadores de LB sham operados: ratones ex-C7HI portadores de LB a los

que se simula una operacion de extirpacion de LB a los 9 dias de crecimiento.

b- Numecro de ratones analizados.

¢- Numero de campos analilzados.

Se utilizo el test Kruskal-Wallis y luego el test de comparacion maltiple de Dunn para

determinar ¢l grado de significacion de los resultados.

*p<0.05: **p<0.005; ***p<0.001; ns= no presenta diferencias significativas respecto del

vialor obtenido para los ex-C7HI.



Para determinar st la RC podia inhibir no solo implantes sccundarios sino
también células tumorales vascularizadas ¥ en activo crecimiento. 24 ratones
BALB ¢ recibieron simultancamente dos implantes sc de I1x10" c¢lulas LB: uno
en ¢l tlanco derecho v el otro en el flanco 1zquierdo. Sets dias mas tarde. 2l
tumor incipiente en el flanco itzquierdo tue parcialmente extirpado en I8
ratones. dejando una masa correspondiente a 2x10° (n=6): 1x10* (n=6) v 2x10°
(n=6) ce¢lulas LB. Tres dias después. es decir, al dia 9 del indculo primario. el
tumor en el flanco i1zquierdo fue parcialmente extirpado en los seis ratones
restantes. dejando una masa correspondiente a 1x10* células LB. El numero de
celulas LB remanentes en el flanco 1zquierdo después de la extirpacion parcial
fue calculada en 12 ratones que fueron operados de i1déntica forma v
sacrificados para contar las células tumorales remanentes. El crecimiento de las
ce¢lulas LB dejadas en el flanco izquierdo, fue comparado con controles
operados de la misma manera, pero no portadores del tumor primario. Los
resultados detallados en la Tabla [II, mostraron que cuando el tumor primario
era de 6 dias. 2x10° y 1x10* células LB vascularizadas crecian en el 100% de los
ratones igual que en los controles, aunque el crecimiento de Ix10* células LB
fue un poco mas lento: por otro lado. cuando ¢l numero de células remanentes
vascularizadas fue 2x10° solo 1.6 ratones mostraron crecimiento (p~0.0%)
tumoral mientras que en 3 6 controles el tumor crecio. Cuando ¢l tumor
primacio era de 9 dias. aan Ix10" células LB vascularizadas fueron inhibidas ¢n
su crecimiento. EI periodo de observacion entre la operacion v la muerte de los
ratones ftue de 11-14 dias respectivamente. Es interesante notar que ax167,
Ix10' v 2x10° células LB vascularizadas dieron lugar a un tumor palpable en 2
tlanco izqutierdo de los ratones no portadores de tumor primario en solo 2. 3 v =
dras respectivamente. Esta es una latencia muyv corta comparada con ia
requerida para que implantes (no vascularizados) de A2x107. Ix10% v 2x10° se

hagan palpables (7. 14 v 18 dias respectivamente).



Tabla III: Efecto de la presencia de un tumor primario sobre implantes

secundarios vascularizados.

Incidencia Tumor Secundario®

Dias de (t/n)
Crecimiento N° de Células Crecicndo sc
Tumor Primario® 2x10° Ix10° 2x10°
6 6/6 ns 6/6 ns 1/6 °
Control 6/6 6/6 5/6
9 2/6 °
Control 6/6

a- Ratones BALB/c recibhieron simultineamente (dia 0) dos implantes sc de 1x10% células
LB: uno cn el flanco derecho y el otro en el flanco izquierdo.

b- Seis 0 nucve dias mas tarde, el tumor en el flanco izquierdo fue parcialmente
cxtirpado, dejando una masa correspondiente a 2x10%; 1x10* ¢ 2x10° células LB. EI
crecimicnto de las células LB dejadas en el flanco izquierdo fuc comparado con controles
no portadores del tumor primario cn flanco derecho. La incidencia del tumor en el flanco
izquicrdo fuc registrada como t/n donde t es el numcro de ratoncs con tumor y n el
nimero de ratones inoculados.

Se utilizo el test Chi-cuadrado para determinar el grado de significacion de los
resultados.

*p<0.05, ns= no presenta difercencias significativas respecto del control



3.1.2. Resistencia concomitante contra implantes intraperitoneales de células

tumorales (Tabla V)

Para determinar si la RC podia inhibir implantes seccundarios que no necesitan
vascularizarse para crecer. se hizo el siguiente experimento: 24 ratones BALB ¢
fueron inoculados por via sc con Ix10° células LB en el flanco derecho. Siete o
diez dias despuds, grupos de 6 ratones recibieron un implante i.p. de 5x10° ¢
2x10° células LB. Los controles fueron 12 ratones inoculados 1.p. de la misma
forma pero no portadores de tumor LB s¢. Las células LB tnoculadas 1.p. no
necesitan de la vascularizacion para crecer va que lo hacen en forma ascitica en
la cavidad peritoneal. Precisamente, la presencia de ascitis permite determinar
st ¢l tnoculo 1.p. ha crecido 6 no. Los resultados consignados en Tabla IV
mostraron que cuando el tumor primario era de stete dias el implante i.p. de
5x10" células LB crecio igual que en los controles, mientras ¢l implante de
2x10° fue completamente inhibido. Cuando el tumor primario era de diez dias

ambos implantes i.p. fueron inhibidos.

De estos dos experimentos se desprende que la presencia del tumor LB
inhibe. en forma proporcional al volumen tumoral, tanto la proliferacion de
celulas LB vascularizadas como el desarrollo de implantes de LB que no
necesitan vascularizarse para crecer. Esto sugiere que. deslindado el efecto
indirecto.sobre fa neovascularizacion tumoral. la inhibicion generada por. RC en

estos expermmentos. seria dirigida contra las propias células LB.

3.2. Mecanismo indirecto

En el punto anterior hemos visto que la RC puede ejercer su accion
inhibitorta a través de un cefecto directo sobre las células tumorales. A
conttnuacton estudiaremos si la RC puede ejercerse también a través de un

electo indirecto. a saber. a través de la inhibicion de la neovascularizacion,



Tabla IV: Efecto de la presencia de un tumor primario sobre implantes

secundarios intraperitoneales.

Incidencia Tumor Secundario®

Dias de t/n
Crecimicnto N°® de Células Creciendo ip
Tumor Primario® Sx10° 2x10°
7 6/6 ns 0/6 "
Control 6/6 6/6
10 2/6 ° 0/6 "
Control 6/6 6/6

a- Ratones BALB/c fucron inoculados por via sc con Ix10° células LB en el flanco
derccho.

b- Siete 0 dicz dias después del indculo primario los ratones recibicron un implante
secundario i.p. de Sx10* 6 2x10° células LB. Los controles fucron ratones inoculados i.p.
de la misma forma pero no portadores dc tumor LB sc. La incidencia del tumor
secundario fue registrada como t/n, donde t es ¢l numero de ratones con tumor ip vy n es
¢l nimero de ratones inoculados.

Se utilizo el test Chi-cuadrado para determinar ¢l grado de¢ significacion de los
resultados.

*p<0.05; ** p<0.005 ; ns= no hay diferencias significativas respecto del control.



mecanismo necesario para el crecimiento de un tumor solido. Para contestar esta

pregunta hemos realizado los siguientes experimentos:

3.2.1. Efecto del crecimiento del tumor LB sobre la neovasculartzacion inducida

por MEP_ LSA Y FE (Tabla V).

Los macrofagos singencicos peritoneales estimulados con tioglicolato
(MEP), lintocitos semi-alogeneicos (LSA) v tibroblastos embrionarios
singeneicos (FE) inducen una respuesta vasoproliferativa cuando son inoculados
sc en ratones normales. Por otro lado cuando fueron inoculados sc en ratones
portadores de un tumor LB contralateral, s¢ observé una inhibicion de Ila
neovascularizacion.

La intensidad de esta inhibicion fue proporcional al volumen del tumor
primario. En efecto, cuando el tumor LB cra relativamente pequetfio (100-300
mm’) fue posible observar una disminucion significativa en el recuento de vasos
por area respecto de los valores observados en ratones normales, solo cuando las
concentraciones de MEP v FE fueron bajas (2-3x10° en 0.1 ml). En cambio.
cuando ¢l tumor LB era mavor (1000-2000 mm’) todas las concentraciones
ensavadas de MEP. FE v LSA indujeron un namero significativamente menor de

vasos que el control (Tabla V)

3.2.2. Efecto del crecimiento del tumor C7HI (no inductor de RC) sobre la

ncovascularizacion inducida por MEP. LSA Y FE.

Asi como s¢ ha descripto que ¢l tumor LB es un fuerte inductor de
resistencia concomitante. un e¢jemplo de la ausencia total de dicha capacidad c¢s
¢l tumor C7HI. Este tumor altamente metastasico fue desatiado en condiciones
similares a las empleadas para el tumor LB. Los resultados resumidos en la
Tabla VI no muestran diterencia significativa respecto de la neovascularizacion

inducida por MEP. LSA v IFEE ¢n ninguna de las concentractones estudiadas.



Tabla V: Angiogénesis inducida por MEP, LSA y FE en ratones BALB/c

normales y portadores de tumor LB.

Angiogénesis Nuamero de vasos por cm?® (X+ES)
Inducida por* Normal Portador de Tumor LB (mm?)b
100-300 1000-2000

RPMI 0.6+0.5 (17)° 0.8+0.4 (18) 0.3+0.1 (18)
MEP 2x10°¢ 12.442.7  (12) 5.5+1.0  (15) 2.3+0.6 (18)"""
S5x10° 31.5+3.8  (14) 17.1+1.3  (15)” 5.6+1.8 (15)°""
10x10°¢ 39.5+5.0  (16) 27.9+4.2  (16)™ 17.1+2.6 (18)""°
10x10° G* 1.2+0.6 (7) 1.0+0.2 9" 0.9+0.4 (8)
LSA 2x10° 3.9+1.0 (15) 2.1+0.7  (15)™ 0.5+0.3 (16)""
5x10° 11.544.2  (13) 12.1+2.3  (18)™ 2.1+0.6 (12)"""
10x10° 23.3+3.0  (15) 19.1+2.1 (17)* 10.0+2.4 (14)""
10x10° G 0.9+0.3  (8) 0.740.5 (9™ 0.340.3 (6)™
FE 2x10° 7.7+1.0  (18) 0.9+0.3 (17)""° 0.7+0.1 (18)""°
5x10° 13.3+2.4  (17) 3.740.7 (18)""° 1.2+0.6 (16)"""
10x10° 23.2+2.9  (16) 17.2+2.5  (18)"™ 11.1+1.8 (16)"°
110x10° G 0.8+0.4  (8) 0.3+0.2 (9" 0.5+0.4 6)™

a- Macrodofagos de cxudado peritoncales (MEP), linfocitos semi-alogencicos (LSA)
fibroblastos embrionarios (FE) fuecron inoculados en el flanco contralateral al sitio de
crecimiento de un tumor LB (tumor primario) cinco dias antes dc¢ finalizar: el
experimento.

b- Ratones BALB/c fucron inoculados con I1x10° células LB en cl flanco derecho. El
volumen tumoral en mm’ fue determinado el dia de la finalizacion del experimento.

c- Namero de ratones analizados.

d- Niamero de células inductoras de angiogéncsis inyectadas sc en 0.1 ml.

¢- Células muertas por glutaraldchido.

* p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns= no presenta difcrencias significativas en
comparacion con ¢l control normal.

Sc analizaron los datos por ANOVA v el test de comparacion maltiple Tukey-Kramer.



Tabla VI: Angiogénesis inducida por MEP, LSA y FE en ratones BALB/c

normales y portadores de tumor C7HI.

Angiogénesis Nimero de vasos por cm® (X+ES)
Inducida por” Normal Portador Tumor C7THI (mm?’)b
100-300 1000-2000
RPMI 1.1+0.2  (12)¢ 1.0+0.4 (11) 0.8+0.3 (8)
MEP Sx10% 27.5+3.8  (10) 35.3+6.8 (9™ 29.6+6.4  (10)™
5x10° G* 2.3+0.9 (6) 2.1+0.7  (6)" 2.140.6 (6)™
B G PO E I .3.2i4.0 (”...) ........... 179170 ........... G 195i<6 ............ G
S T 1 7-li42(8) ....................... 158_+_46 ........... 7 C— 5 9i2‘) ............ O

a- Macriofagos de cxudado peritoncales (MEP), linfocitos semi-alogeneicos (LSA) y
fibroblastos embrionarios (FE) fueron inoculados e¢n ¢l flanco contralateral al sitio de
crecimiento de un tumor C7HI cinco dias antes de finalizar el experimento.

b- Ratones BALB/c fucron inoculados con un trozo de tumor C7HI en el flanco derecho.
El volumen tumoral en mm® fue determinado el dia de la finalizaciéon del experimento.

c- Numero de ratones analizados.

d- Numecro de células inductoras de angiogénesis invectadas sc en 0.1 ml

¢- Células muertas por glutaraldehido.

ns= no prescnta diferencias significativas en comparacion con ¢l control normal.

Se analizaron los datos por ANOVA y ¢l test de comparacion multiple Tukey-Kramer.



Tampoco se verifican diferencias respecto de los valores controles a ningun

volumen tumoral.

3.2.3. Reversibilidad del tfenomeno de inhibicion de la neovascularizacion en

ratones portadores de tumor LB,

Con el objeto de investigar si ¢l efecto anti-angiogénico ejercido por el
tumor LB era reversible. éste fue extirpado cuando tenia un volumen de 1000
mm’ y simultaneamente se inocularon 35x10° MEP en el flanco contralateral.
Como es posible observar en la Tabla VII la extirpacion revirtio la inhibicion de
la neovascularizacion a valores que no presentan diferencias significativas con
los obtenidos en ratones normales (grupo control). En el grupo en ¢l que se
practico una operacion pero sin extraccion del tumor, no se observaron
diferencias significativas con los valores obtenidos cuando el tumor era
conservado intacto por lo que se descarta que la reversibilidad del fenomeno sea

debida al procedimiento quirurgico.

3.2.4. Estudio de la microvascularizacion.

La observacion macroscopica del sitio de inoculacion de celulas
inductoras de ncovascularizacion muestra un gran numcero de vasos con
distribucion radial en ratones normales (Fig.2-A. izquierda). Resultados
similares sc. observaron en portadores de tumor C7HI. Por ¢l contrario en los
ratones portadores de tumor LB se observa un numero menor de vasos en el sitio
de inoculacion iFi1g.2-B. izquicerda). Sin embargo. el método utilizado no
permite la observacion de los vasos mas pequefios (microvascularizacion). Con
el objeto de  estudiar la microvascularizacion inducida. se  examinaron
histologicamente las areas peritéricas al sitio de inoculacion de 10x107 MEP
usando tincion con hematoxilina-cosina v anticuerpos anti  factor von
Willebrand. En los ratones normales se observaron gran numero de vasos (Fig 2-

A. derechar contrastando drasticamente con 1o observado en los ratones



Tabla VI1I: Efecto de la extirpacion del tumor LB sobre la neovascularizacion

inducida por inoculaciéon de MEP.

Angiogénesis Numero de vasos por cm2 (X+ES)

Inducida por? Normal Portador LB Ex portador LB Sham operado
RPMI 2.3+0.6 (5)° 1.240.5 (5 1.9+0.5 (5) 0.9+0.4 (3

T e T 260133 ........ (6)87i21 .......... (6)1‘)3i14(10)“ ......... 5 ‘)110 ...... (10)

a- Macrofagos de cxudado peritoncales (MEP) fucron inoculados en el flanco
contralateral al sitio de crecimiento de un tumor LB (tumor primario) cinco dias antes
de finalizar ¢l experimento.

b- Ratones BALB/c fucron inoculados con 1x10° células LB en el flanco derecho. Al dia
8, cuando ¢l tumor tenia 1000 mm’ (simultineamente con la inoculacién en el flanco
izquicrdo de MEP) a un grupo de ratones se les extirpd el tumor (Ex-portador LB), otro
grupo fuc Sham operado vy otro quedé con ¢l tumor intacto (Portador LB). El experimento
termino el dia trece.

¢- Nimero de ratones analizados.

d- Numero de MEP injectados sc en 0.1 ml.

*p<0.001; ns= no presenta diferencias significativas en comparacién con el control
normal,

Se analizaron los datos por ANOVA y sc utilizo ¢l test de comparacion maltiple Tukey-
Kramer.



Figura 2: Efecto del crecimiento del tumor LLB sobre la neovascularizacion

inducida por macrofagos provenientes de peritoneo (MEP)

Se inocularon 1x10° MEP cn el Mlanco izquierdo de ratones BALB/c norndes (AA) v portadores de tumor
LB de gran volumen (1000-2000 mm?®) (B). Cinco dias después se observa el desarrollo de neovasos conyergentes il
sitio del indculo en los ratones normales () ¥ escasa respuesta en los portadores de tumor LB (B).

La linca marca la distancia de 1 eme Fl examen histologico de Ll zona cercana al indculo de MEP
utilizando tanto tincion con hematonilina-cosina como anticuerpos anti factor von Willehrand muestra Ly gran

densidad de microvasos generados en ¢l rivton normal ¢n comparicion con ¢f raton portador del tumeor
1.B.



portadores de tumor LB en los que ¢l numero de vasos era muyv bajo (Fig.2-B.

derecha)

3.2.35. Efecto de la creacion de un lecho vascular previo sobre el crecimiento de

un tumor LB secundario.

Se investigo st la generacion de un lecho vascular previo a la inoculacion
de las células tumorales podia revertir ¢l fenomeno de RC. Para ello. ratones
portadores de tumor LB en el flanco derecho, recibicron diferentes
concentraciones de MEP., LSA o0 FE en el ftlanco i1zquierdo 5 dias antes de
inocular en el mismo sitio Ix10° células tumorales LB (desafio secundario).
Ratones portadores de LB en el flanco derecho v desafiados con Ix10° células
LB sirvieron como controles de RC. Los resultados resumidos en la Tabla VIIT v
en Fig.3 muestran que la inoculacidon previa de MEP, LSA 6 FE es capaz de
revertir parcialmente la inhibicion del crecimiento inducida por el tumor LB
sobre el desatio secundario, sugiriendo que parte de la RC generada por el LB
podria deberse a una inhibicion de la neovascularizacion tumoral. Cuando el
mismo experimento se llevo a cabo con el tumor C7HI. que no induce RC, no se
observaron diterencias significativas en la incidencia del tumor secundario.

independientemente del volumen del tumor primario ensavado.

4. CORRELACION ENTRE RESISTENCIA CONCOMITANTE Y
ACTIVIDAD ANTITUMORAL HALLADA EN EL SUERO DE RATONES
PORTADORES DELL TUMOR LB.

4.1. Resistencia Concomitante contra metastasis experimentales:
En Tabla | se muestra que la RC contra un implante secundario de LB es
proporcional al volumen tumoral. Ahora bien. los sucros de ratones BALB ¢

portadores de un tumor LB subcutaneo de 300, 1000, 5000, 3000 v 6000 mm’



Tabla VIIL: Efecto de la pre-inoculacion de MEP, LSA y FE sobre la toma

del tumor LB secundario.

Pre
Tratamicnto® Incidencia Tumor Scecundario (t/n)®
Normal Portador Tumor Primario (mm?)
Tumor LB Tumor C7HI
100-300 1000-2000 100-300 1000-2000
RPMI 34/34 5/35 0/30 30/30 32/32
s e et RSPt
2x10° 12/12 7/124°° 2/24°° 12/12" 12/12"
Sx10°¢ 12/12 14/24° 4/24°° 10/10" 10/10"
10x10°¢ 11/11 20/24" 23/36°
10x10°G* 10/10 /127" /12"
T e o588 5525 8BS et
2x10° 11/11 2/26" 0/18"" 12/12" 10/10"
Sx10° 12/12 7/247° 5/23"°
10xt0° 12/12 11/23° 9/24"°
10x10°G 12/12 0/12"" 0/12°°
o
2x10° 12/12 2/16°° 2/24°° 12712 12/12™
10x10°¢ 12/12 6/15° 3Nz’
10x10°G 12/12 /117" 0/12°"

a-Macrofagos de exudado peritoncales (MEP), linfocitos semi-alogeneicos (LSA) v
fibroblastos embrionarios (FE) fucron inoculados en ¢l flanco contralateral al sitio de
crecimicento de un tumor LB o C7HI (tumor primario) cinco dias antes de la inoculacion
de un desafio secundario de 1x10° células LB.

b- Ratones BALB/c fucron inoculados con 1x10° células LB 6 un fragmento de tumor
C7HI ¢n ¢l flanco dercecho. EI volumen tumoral fue determminado ¢l dia de finalizacion
del experimento. La incidencia del tumor secundario fue registrada como el cociente t/n
entre los ratones donde crecio ¢l implante secundario (t) v el numero de ratones
inocutados (n).

¢- Numero de células inductoras de angiogénesis injectadas sc en d- Células muertas por
glutaraldehido.

* p<0.05; **p<0.001; ns= no prescnta diferencias significativas en comparacion con ¢l
control normal. Se utilizo cl test Chi-cuadrado.



Figura 3: Efecto de la pre-inoculacion de células normales del huésped sobre el

crecimiento del tumor LB secundario
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Dias ce crecimiento del tumor secimdario

Se grafican los volumenes tumorles (en mm®) obtenidos en un experimento representativo en funcion de
los dias de desarrollo de los implantes secundarios.

Un niimero constante de células tumorales LB (1x10%) fucron inoculadas en el flanco izquicrdo de ratones

BALB/¢ nornles con (0 o sin (@ pretratamiento como de portadores de tumor primario LB con @) 0 sin
(@) pretratamiento. El pretratamiento consistio en i inocukiacion de Ix10” macrofagos peritoneales (MEP) (\).

linfocitos semi-ilogencicos (1L.SA) (B) 0 hbroblastos embrionarios (C) 3 dias antes del desafio secundario
con celulas LB en Li misma zona. El volumen tumoral fue determinado como se describe en materiales v métodos.



(ver Fig. 1) mostraron en un ensavo de incorporacion de timidina-H* un titulo de
actividad inhibitoria de la proliferacion in vitro de las células LB que fue
respectivamente F. 2.3, 5.8, 10.53 v 18.9 veces mas grande que el observado con
sucro normal (Tabla [X) sugiriendo que existe una correlacion entre la
intensidad de la RC observada 1n_vivo v la actividad inhibitoria sérica.
Stmilares resultados fueron obtenidos en ratones nude, indicando que esta
actividad inhibitoria no es timo-dependiente. Todos los experimentos in_vitro
condensados en este punto v en los puntos siguientes fueron realizados
utilizando rutinariamente sueros decomplementados, aunque los sueros no

decomplementados dieron los mismos resultados.

4.2. Resistencia Concomitante contra metastasis espontineas: En la Tabla [l
pucde observarse que los ratones portadores de tumor LB inhiben el desarrollo
de las metastasis inducidas por el tumor C7HI. En la Tabla X se¢ muestra que
estos ratones exhiben en su suero actividad inhibitoria de la proliferacion in
vitro de las cétulas C7HI. actividad que esta ausente de los ratones que solo
portan o que han sido operados del tumor C7HI. Esto sugiere que en el suero de
los ratones portadores de tumor LB existe un factor’es que tiene capacidad para

inhibir in_vivo la proliferacion de las metastasis inducidas por el tumor C7HI.

S. EFECTO DEL SUERO DE RATONES PORTADORES DE LB SOBRE LA
PROLIFERACION Y/O FUNCION DE LAS CELULAS NORMALES QUE
INTERVIENEN EN LA NEOVASCULARIZACION TUMORAL.

Las cclulas endoteliales 1CE) v los tibroblastos son componentes de lox

ncovasos tumorales: por otro lado. los linfocitos. los macrotfagos v los propiox



Tabla IX: Efecto del suero de ratones portadores de LB de distintos

volumenes sobre la proliferaciéon in _vitro de células LB.

Dias del * Volumen * UIS0/ml en Suero® uUIso SLB*
indoculo tumoral (X+£ES) UIS0 SN
primario (mm’)

0 33.2+410.5 (12)' 1

(Suero Normal)

5 313.6+187.1  (46)e 33.2+13.8 (7) ns 1

10 888.9+287.9 (46) 76.4+23.8 (7) * 2.3

14 2917.0+350.4 (46) 192.6+27.6 (7)** 5.8

16 4789.2+503.6 (42) 342.0+64.2 (9)** 10.3

I8 5439.6+748.3 37 627.5+93.9 (12)** 18.9

a- Sc inocularon 1x10°® células LB cn el flanco derecho el dia 0. A difcrentes ticmpos se
sangraron ratones portadores de tumor y se midid la capacidad inhibitoria de la
proliferacion in _vitro de células LB mediante ensayo dc incorporacion de timidina
tritiada.

h- El dia dc sangrado s¢ midié ¢l volumen del tumor LB.

c- UIS0/ml (Unidades inhibitorias S0 por ml): es la reciproca de la dilucion del suero que
produce 50 % dec la inhibicion de incorporacion de timidina tritiada por células LB
comparada con los valores obtcnidos con medio de cultivo. UIS0/ml representa el titulo
de la actividad inhibitoria de los sucros por unidad de volumen.

d- Los datos representan ¢l cociente entre el titulo de la actividad inhibitoria de los
sueros de portadores de tumor LB (SLB) vy el titulo del sucro-de ratonces normales (SN).
El titulo de actividad inhibitoria del SN ¢s cl obtenido ¢l dia 0 previo a la inoculacion de
las células tumorales.

¢- Numecro de ratones analizados.

f- Nimero de experimentos realizados.

Sc utilizé ¢l test "t" dc Student y lucgo el test de comparacion maltiple de Dunnet para
determinar el grado de significacion de los resultados.

* p<0.05; **p<0.0001; ns= no presenta difcrencias significativas respecto del valor
obtenido para el SN.



Tabla X: Efecto del suero de ratones portadores de tumor LB 6 C7HI sobre

la proliferacion in_vitro de células tumorales C7THI.

Sucros de UIS0/ml (X+ES)
ratonces
a) Normales 359 +23
b) Portador LB: 319.5 + 0.6°
c) Portador C7THI: 35.0 + 5.0™
d) Ex-portador CTHI: 34.1 +1.8™
¢) Ex-portador CTHI + LB: 318.1 + 7.2

Inhibicion de la proliferacion de células tumorales C7THI, medida como capacidad de
incorporacién de timidina-H’,

Sc¢ esquematizan los resultados obtenidos para cl suero de ratones BALB/c a) normales;
b) portadores de tumor LB; ¢) portadorces de tumor C7THI; d) portadores de tumor C7THI,
¢l cual fue extirpado al dia 30 y ¢) ratones tratados de igual forma que ¢n d) pero a los
que se¢ les inoculo 1x10° células LB. Los volumences de los tumores LB en b) y €) son
similares al momento del sangrado. Los valores se expresan como X+ES en UIS0/ml.
producto de 3 experimentos.

Se¢ utilizo el test "t de Student y luego el test de comparacion multiple Tukey-Kramer
para determinar ¢l grado de significacion de los resultados.

*p<0.001; ns= no presenta diferencias significativas respecto del valor obtenido para cl
control normal.



fibroblastos participan en el proceso de necovascularizacion liberando moléculas
angiogénicas. Por este motivo se ensayo el suero de ratones portadores de tumor
LB de 4500-5500 mm" sobre la proliferacion in vitro de finfocitos. fibroblastos
v CE, sobre la adhesividad de macréotagos (MEP) v polimorfonucleares humanos
(PMN) v sobre la fagocitosis de los MEP. Asimismo se ensayvo sobre la
agregacion plaquetaria. que e¢s un proceso que no interviene directamente en el
fenomeno de neovascularizacion tumoral.

Como control positivo de actividad inhibitoria se ensayo el suero sobre la
proliteracion in vitro de células tumorales LB.

Puede apreciarse en la Tabla XI que el suero de ratones portadores de
tumor LB inhibig significativamente la proliferacion de linfocitos, fibroblastos
v CE. También se obtuvo actividad inhibitoria sobre la adhesividad y fagocitosis

gregacion

-
<

de¢ los MEP y la adhesividad de los PMN humanos. Sin embargo de la a
plaquetaria no fue afectada.

Con el objeto de estudiar st la inhibicion ejercida por el suero de ratones
portadores de tumor sobre células normales era, al 1gual que la ejercida sobre
fas cc¢lulas tumorales LB. reversible, estudiamos la capacidad de adherencia de
los PEM. un sistema sencillo que habia mostrado poseer suficiente sensibilidad
v repetibilidad. Los resultados asi obtenidos se grafican en la Fig. 4. Es posible
observar que entre las 5 v 7 horas los PEM que habian sido pretratados con SLB
v lurego lavados alcanzaron valores de adhesion comparables a los obtenidos
con medio de cultivo. lo que sugiere que el fenomeno seria reversible.

Estos experimentod sugieren que el suero de ratones portadores de tumor
LB no inhibe la proliferacion v o funcion de cualquier célula desde que hay

cclulas (plaquetasy v procesos tagregacion plaquetariay no involucrados en la

neovascularizacion tumoral, que no son atectados.



Tabla XI: Efecto del suero de ratones BALB/c portadores de tumor LB (SLB)
y ratones normales (SN) sobre células normales que intervienen en Ia

vascularizacion.

Funcion y * CIS0/ml b UIS0 SLB
tipo cclular (X+ES) UIS0 SN
SN SLB n
A) Proliferacion: 42.8+10.4 477.0461.2 °° 11.1 3
células LB
linfocitos 33.4+10.58 251.1+38.5 77 7.5 4
fibroblastos 42.3+7.8 160.5+14.1 ° 3.8 2
CE 27.9+4.0 75.0+8.7 2.7 3

B)Adhc5|\|d.|d ...........................................................................................................................................................................................................

MEP 62.3+10.2 430.2+40.1°"° 6.9 7

PMN humanos 27.0+7.0 256.1+28.3 7' 9.5 3

B

MEP 20.0+3.8 152.1+15.9°°"° 7.6 7

et o e
20.5+4.3 20.3+2.5™ 1.0 3

a. Sucro de ratones BALB/c portadores de tumor LB y normales (SN) fueron ensavados in
vitro sobre: A) proliferacion de linfocitos T estimulados con Concanavalina A:
fibroblastos de embriones murinos de 14 dias y células endoteliales (CE) estimuladas con
bFGF y células tumorales LB (control positivo de actividad antiproliferativa). Los
ensayos de proliferacion se realizaron mediante ¢ método de incorporacion de timidina
tritiada: B) adhesividad y fagocitosis de macrofagos provenientes de exudado peritoncal
(MEP) » polimorfonucleares humanos (PMN): C) fagocitosis de particulas de litex por los
MEP y D) agregacion de plaquetas humanas obtenidas de sangre periférica.
b. La UIS0/ml utilizada aqui no es sélo una medida de actividad antiproliferativa, cs la
reciproca de la dilucion del suero que produce un 50% de A) la incorporacion de
timidina tritiada: B) la adhesividad; C) la fagocitosis ¥ D) la agregacion plaquetaria
obtenida por las mismas célutas con RPMIL

Se utilizd el test "t" de Student para determinar ¢l grado de significacion de los
resultados.
p<0.01: **p<0.008:  ***p<0.001:; ****p<0.0001; ns= no presenta diferencias

significativas respecto del suero normal.



Figura 4: Reversibilidad del efecto inhibitorio ejercido por el sucro de ratones

portadores de tumor LB de gran volumen (SLB) sobre la adhesividad

de los macrofagos intraperitoneales murinos (MEP).
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Se grafican la adhesividad de los MEP a placa en funcién del tiempo. Se observan los resultados obtenidos
enun experimento represeutativo donde los MEP fueron incubados con diluciones de suero de ratones portadores
de tumor 1B (#) o sucros de ratones normales (SN) Q). Lueso. los MEP fueron Eavados (Figura 4-B) mientras que
otro pernunecio en contacto con SN v SLB (Figura 4-A). Se eralica of porcentaje de célufas adheridas respecto de

un control realizado en RPML en funcion del tiempo.




6. ORIGEN DEL FACTOR SERICO

El origen del tactor inhibidor hallado en ¢l suero de ratones portadores de
tumor LB e¢s aun objeto de controversia. Hasta hoy solo ha sido ocasionalmente
recuperada alguna actividad inhibitoria en medios condicionados de cultivos
LB. Por otro lado la timectomia v la esplenectomia no alteran el titulo de
actividad inhibitoria inducida por el tumor LB, sugiriendo que ni el timo nt ¢l
bazo jugarian un rol importante. Un posible indicio sobre el origen de esta
actividad inhibitoria la suministra una serie de experimentos en los cuales
ratones portadores de LB recibieron diferentes drogas anti-inflamatorias. En
efecto, la inoculacion in_ vivo de indometacina (Indo), acido nor-
dihidroguavarético (NDGA). fenidona (Fen), clor-promazina v prometazina
resulto en una brusca caida de la actividad inhibitoria sérica a las 24 horas post-
inoculacton (Tabla XII). Estos resultados fueron en algunos casos aditivos, va
que cuando se trato a los ratones con Indo + NDGA la inhibicion cayo a valores
similares a los observados con SN. Luego de 48 horas la actividad inhibitoria
comenzo a rccuperarse especialmente en los ratones tratados con INDO. en los
cuales ¢l valor a las 48 horas no vario signiticativamente respecto a los valores
observados para ¢l SLB control. El volumen tumoral no mostro diferencias
stgnificativas entre los ratones tratados v no tratados con estas drogas anti-

inflamatorias.

7. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL FACTOR INHIBIDOR DE
LA PROLIFERACION IN VITRO DE CELULAS TUMORALES LB

(Esquema ).

7.1. Dialisis: Hemos visto que el sucro de ratones BALB ¢ portadores de tumor
LB (SLB) tenia la capacidad dc inhibir la proliferacion de celulas [LB in vitro v
Jque esta capacidad era proporcional al volumen del tumor primario v a la

intenstdad de la resistencia concomitante generada por este. Esta acuividad se
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Tabla XIi: Efecto de la inoculaciéon de anti-inflamatorios sobre la capacidad

inhibitoria in vitro del suero de ratones portadores de tumor LB

Tratamicnto® UISO/ml (X + ES)

Suero Normal Suero Portador dc¢ tumor LB

Sin tratamicnto

(control) 42.9 + 4.0 (9)° (9)**
P e 1R AR
24 horas después 62.8 + 7.6 3) 153.5 + 31.3 (3)ns
48 horas después 161.5 + 25.3 (3) 640.3 + 64.5 (3)**
N E———— eeiese 1R 1A R e
24 horas después 120.2 + 22.6 3) 119.9 + 24.1 (3)ns
48 horas después 40.3 + 3.0 (3) 140.5 + 27.4 (3)ns
T P e £ R
24 horas después 50.1 + 8.6 2) 87.3 + 15.7 (2)ns
48 horas después 40.7 +12.8 2) 346.2 + 87.8 (2)*
T
24 horas después 40.2 + 75.9 (3) 47.3 + 15.5 (3)ns
48 horas después 48.9 + 3.0 (3) §7.3 + 20.3 (3)ns
Clorpromuma ......................................................................................................................................................................
24 horas dsespués 42.8 + 5.8 (3) 52.0 +11.6 (3)ns
L
24 horas después 52.0 + 8.7 (3) 44.9 + 5.2 (3)ns

a. Ratones BALB/c normales v portadores de tumor LB de 12 dias (volumen tumoral= 2635 + 336
mm’ recibieron durante tres dias consecutivos 0.5 mg/Kg (0.2 ml intrapcritoneal) de
Indometacina (INDO), 5 mg/Kg (0.2 ml intraperitoneal) de dcido nor-dihidroguavarctico
(NDGA), S mg/Kg (0.2 ml intraperitoneal) de Fenidona (Fen), Indometacina mas NDGA (0.4 m]
intraperitoneales), Clorpromazina (0.024 mg/raton) 6 Prometazina (I mg/kg). A las 24 v 48
horas despu¢s de la ultima inoculacion se sangraron los ratones. Los sucros obtenidos fueron
cnsavados sobre la proliferacion de células LB in vitro en un ensavo de 18/24 horas. b. N°® de
experimentos

¢. Los suecros de ratones portadores de tumor LB que no recibieron tratamiento, exhibicron a los
15 ¥ 16 dias de cevolucion del tumor (correspondiente a2 24 vy 48 horas después de la altima
inoculacion de anti-inflamatorios), valores similares de actividad inhibitoria, por lo que los
datos de ambos dias han sido combinados.

Sc utilizo cl test "t" de Student para determinar ¢l grado de significacion de los resultados.

= p<0.05; **p<0.0001; ns= no presenta diferencias significativas respecto del valor obtenido

para ¢l SN.



observo en sueros enteros v decomplementados. siendo resistente a 100°C
durante 10 minutos v a un rango de pH entre 4 v 1. ademas resulto ser
dializable cuando s¢ uso una membrana con un punto de corte de 12500 D

(Tabla XTI).

7.2. Analisis de sustancias téxicas: Antes de continuar con el proceso de
puriticacion de la actividad inhibitoria parecio importante determinar si ésta
podria ser atribuida a moléculas toxicas. En la Tabla XIV se observa que la
concentracion de urea, creatinina y acido urico presente en el suero de

portadores de tumor LB es similar a la del suero normal.

7.3. Tramientos enzim:iticos: La fraccion dializable del suero de portadores de
LB -fraccidn que retenia toda la actividad inhibitoria- fue sometida a
tratamiento con distintas enzimas. Como se¢ observa en la Tabla XV, el
tratamiento con pronasa ftue el unico que produjo una disminucion significativa
de la capacidad inhibitoria del suero; el tratamiento con las restantes enzimas, a
saber. carboxipeptidasa AL tripsina. lipasa. glicosidasas a v B, RNAsa v DNAsa

no disminuvo la actividad inhibitoria del suero.

7.4. Sephadex G-25 fine: la fraccion dializable se liofilizo v resuspendio en 0.5
ml de agua milli-Q. La muestra asi obtenida se sembro en columnas de Sephadex
G-25 fine. Los resultados obtenidos se esquematizan en la Fig. 5.
En estas figuras s¢ han graficado la inhibicion de incorporacion de timidina-H'
por cclulas LB v la absorbancia relativa (Abs,) medida a 280 nm en funcion del
numero de la fraccion de columna recogida.
S¢ observo un pico de inhibicion de la proliferacion de las células LB
1103 = 17 UI30 ml) coincidiendo con ¢l volumen final (Vf) de la columna .
Considerando que ¢l rango de exclusion del Sephadex G-23 ¢s de 3 000 a

1.000 D. ¢l factores tendria un P.M. aproximado a 1.000 D 0 menos. Para



Tabla XIH: Actividad inhibitoria de la proliferacion in_vitro de células
tumorales LB en el suero completo o en fracciones de suero de ratones

portadores de tumor LB (SLB) y ratones normales (SN).

Suero® Actividad Inhibitoria

0 UISO/ml (X = ES)

Fraccion de_sucro

SN SLB®

Completo 43.3£ 7.0 (7)€ 427.0 = 62.9 (M
L
1 volimmen 25.9 +12.2 (3) 281.0 + 88.5 (5)"
T
1 volumem 23.2 + 8.5 (3) 259.4 + 18.5 3"
T T
10 volamnes <20 (5) 63.8 +13.2 (5)°
T
1000 volamenes <20 (4) <20 H*

a. La didlisis sc llevo a cabo con una membrana de punto de corte en 12.500 D. Similares
resultados fueron obtcnidos cuando ¢l sucro fuc analizado contra solucion fisioldogica o
agua milli-Q, por lo que los datos han sido combinados. Rutinariamente los experimentos
de didlisis son realizados con agua milli-Q. Cuando sc¢ dice .."vs 1, 10 6 1000
volumenes™”.. significa que 1 ml de sucro se dializa contra 1, 10 6 1000 ml de solucion
fisiologica 6 dc agua milli-Q.

b. Sc¢ emplearon sucros de ratones portadores de tumor LB de 16 dias, con un volumen
tumoral de 6000 mm’. Cada suero 6 fraccion de sucro se ensayé sobre la proliferacion in
vitro de células LB mediante el ensayo de incorporacion de timidina tritiada.

c. Nimero de experimentos.

Se utilizo ¢l test "t" de Student, * p<0.05; ** p<0.001; ns: no mucstra diferencias con el
SN.



Tabla XIV: Concentracion sérica de productos téxicos.

Producto® Concentracion de productos toxicos

(X+SD)"

Sucro de ratones

Normales Portadores de tumor LB
Urea 0.59+0.10 0.57+0.20™
Crecatinina 0.98+0.30 1.34+0.40™
Acido arico 2.04+0.10 2.00+0.10™

a. La urea fue cuantificada por cl método de la urcasa, la creatinina por el método de
Jaffé y colaboradores y ¢l dcido idrico por ¢l método de Henry, Sabel y Kim.

b. Promedio de 3 experimentos
Sc utilizo el test "t" de Student. ns= no hay difcrencias significativas respecto del
control normal.



Tabla XV: Efecto del tratamiento enzimatico sobre la actividad inhibitoria

in vitro de células tumorales LB.

Nombre de la enzima Dosis % de reduccion de la Inhibicion
Pronasa S mg/ml 77+ 13 (4)*
2 mg/ml 66 + 34 3)
0.2 mg/ml 0 (3
Clrho\lpcptnd.ns.nA ............................. e e (3)
T”p“nl ............................................................ T s (3)
an.ls.l ................................................................. ey s “)
1.500 unidades 0 (1)
150 unidades 0 (1)
15 unidades 0 (1)
J-glucosnd.n.l .................................. l mg/mnl- ....................... r————— ( 2)
0.1 mg/ml 0 (2)
0.01 mg/mli 0 (2)
ll-glucosld.n.llmg/ml ........................................................................ e Gy
0.1 mg/ml 0 (2)
0.01 mg/ml 0 (2)
R‘JAnlmg/ml ........................................................................ i (2)
DVAsalmg/ml ........................................................................ e ( 35

El producto dializable (fraccion <12.500 D) del suero de ratones portadores de LB que
habia demostrado poseer un alto titulo de inhibicion de la proliferacion in_vitro de
células LB fue liofilizado y resuspendido en su volumen original. La muestra asi
obtenida, que mantenia un alto titulo de inhibicion de la proliferacién de células LB, fue
tratada con las enzimas. Luego de una hora a 37°C, la rcaccion se detuvo (ver materiales
y métodos). Las fracciones asi obtenidas fucron cnsavadas sobre la proliferacion de
cé¢lulas LB mediante la técnica de incorporacion de timidina tritiada. Los datos se
cxpresan como porcentaje de reduccion de la actividad segan la siguiente formula:

(1_ UIS0/m! SLB tratado - UIS0/ml SN tratado Yx 100
CI50/ml SLB - UCIS0/ml SN

a. Namero de experimentos realizados.



Figura S: Perfil de elucion de una columna Sephadex G-25 sembrada con suero

de ratones portadores de tumor LB (§S1.B)

.
A L 120
1 I
' + v 9 \
l - oA
’ = | ©-
oL 1
i D |
N L !
3 D ! <
- .z o i <
) : ! )
. |
! |
] - i
—— - - !-—LJ

Se muestea nn perfil de elucion caracteristico de columua Sephadex G-25 sembrada con el producto
liotilizado de la fraccion dializable obtemida a pantir del SLB. Se grafica la magnitud de Ly inhibicion de la
incorporacion de timidina witiada a celulas 1.3 medida en ULR0/mi v L absorvancia refativa (ABSr) 2 280 am. en
funcion de la fraccion ensayada.

¢ Marcadores de peso molecular.



determinar mas exactamente ¢l P.M., v dilucidar s1 se trataba de uno o mas

factores. se utilizaron las siguientes columnas:

7.5. Sephadex G-15. En la Fig 6 sc grafican nuevamente la Abs, 280 nm v la
inhibicion de la incorporacion de timidina-H' en funcion del numero de fraccion
ensavada. Se han observado dos picos de inhibicion en las fracciones 26 al 28 v
en las fracciones 41 al 47 El primer pico de inhibicion fue atribuido a un
aumento del pH porque cuando ¢éste se balanceo a valores fisiologicos (pH=
7.2:7.4) la actividad desaparecio. Esto nos llevo a descartar este primer pico
atribuvendolo a un artefacto de técnica. EIl estudio prosiguio solo con el
segundo pico. el que por su posicion en la columna tendria, por comparacion

con marcadores conocidos, un PM de 800 - 150 D.

7.6. Determinacion de la concentracion de sales (ionograma).
Al estar trabajando con sustancias de bajo P.M. existia la posibilidad de que la
inhibicion observada en el ensavo de incorporacion de timidina-H® se debicra a
una alta concentracion de sales. o que constituiria un artefacto de técnica (41).
Los resultados obtenidos se resumen en la Fig.7. En ella sc representa la
concentracion de los 1ones mas importantes (Na. Cl v K) para distintas
fracciones que componen el segundo pico de inhibicion obtenido con la columna
de Sephadex G-15. En las fracciones con alta capacidad inhibitoria v en otras
tomadas al azar. provenientes de columnas de Sephadex sembradas con el
hotilizado del SLB. no se encontraron concentraciones superiores a las del SN

control.

7.7. Cromatografia en capa delgada (TLC).
Fraccrones provenientes de la columna Sephadex G-15 que demostraron tener
alta capacidad inhibitoria de la proliferacion tn_vitro de células tumorales

(IF'1g.6) se utthizaron para realizar fas cromatografias (sistema acido) ¢n capa



Figura 6: Perfil de elucion de una columna Sephadex G-15 sembrada con suero

de ratones portadores de tumor LB (SLB)
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Se muestra un perfil de elucion caracteristico de columna Sephadex G-15 sembrada con ¢l product
liofilizado de la Fraccion dializable obtenida a partiv del SLB. Se grafica la magnitud de L inhibicion de i
incorporacion de timidina tritiada a células 1B medida en UIS0/ml s la absorbancia relativa (ABSr)y @ 280 nm. on
tuncion de La fraccion ensavada.

¥ Marcadores de peso molecular.



Figura 7: lonograma de las fracciones de columna Sephadex G-15.
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Se grafican las concentraciones (en miliequivalentes por mililitro, meq/ml) de los iones (A) Na: (B) CL:
M) K en funcién de las fracciones de columna recogida. incluyendo aquellas fracciones que habian demostrado
alta capacidad inhibitoria de la incorporacién de timidina tritinda (barras oscuras). También se representan los
valores normales en suero murino para cada uno de los iones analizados (barras claras).

Se arafican los resultados obtenidos en un experimento representativo



Figura 8: Cromatografia de capa delgada (TLC)
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Regresion lineal construida a partir de los datos obtenidos en cromatografita de capa delgada (TLC)
utilizando como solventes una mezela de N-butanol, acido acético glacial ¥ agua (10:3: 1. v/Av/v).
Lr Datos obtenidos a partir de fracciones recogidas de columnas Sephadex G-15. Dichas fracciones poseian
un alto titulo de inhibicion de la proliferacion de células LB in vitro.
¥ Marcadores de peso molecular



delgada. La utilizacion de ninhidrina como revelante de la corrida mostro que
las fracciones que poscian alta capacidad inhibitoria no contenian amino acidos
libres. pero si. una sustancia con grupos aminos o carboxilos libres. Los
resultados obtenidos se resumen en la Fig. 8 Mediante el uso de marcadores se
realizo una regresion lineal que determind el valor del PM del factor en 1200 -

200 D (coef. de correlacion = 0,9992; p<0.035).

7.8. Cromatografia de intercambio iénico.

En la Fig.9 se esquematiza el perfil de inhibicion obtenido en un experimento
representativo para la columna de intercambio anidnico DEAE A-25 en funcion
del namero de fraccion v de la concentracion de NaCl. En la columna sembrada
con la muestra de SLB se pueden observar un pico de inhibicion maximo en las
fracciones 22 al 24 vy en fracciones cercanas uno menor. Las fracciones con
capacidad inhibitoria cluveron con el buffer de sembrado, o sea que no
interactuaban con las cargas de la columna. Esto nos indica que el factor

tnhibidor se¢ comporta como una molécula aniénica a pH neutro.

7.9. Cromatografia liquida (HPLC).

Con ¢l proposito de obtener el factor grupo de factores inhibidores de la
proliteracion in vitro de células LB con la menor cantidad de contaminantes
posibles. las fracciones que demostraron actividad inhibitoria ¢n ¢olumnas G-13
fueron corridas en el HPLC. En la Fig 10-A se representa el pertil de elucion
obtentdo en un expertmento representativo en HPLC (Abs 215 nm). Se obtuvo
actividad inhibitoria solo en la fraccion 15, Los valores tueron entre 7 v 8 veces
superiores a los obtenidos con el control. El perfil de absobancia a 280 nm
tFi1g.10-B) revelo la presencia de alta absorbancia coincidente con la actividad
inhibitoria. Es importante seialar que los maximos de absorbancia se alcanzaron
en 2153 v 267 nm (Fig. 10-B insct). Recordemos que la absorbancia a 215 nm

indica la presencia de uniones peptidicas, la de 280 nm seiala la presencia de



Figura 9: Columna de intercambio ionico DEAE-A25
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Se grafica la capacidad inhibitoria de I proliferacion in vitro de células tumorales LB, medida por ensavo
de incorporacion de timidina writiada, en funcion del namero de fraccion recogida de la columna DEAE-A2Z,
Dichas columnas fueron sembradas con ¢l iofilizado de la fraccion diadizable obtenida a partir del suero de ratones
portadores de tumor LB (SLIB). Como efuyente se utilizo un gradiente escalonado de NaClde 0.1 M i 0.2 M final.




Figura 10: Pefil de elucion de cromatografia liquida en HPI.C.
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Se muestra un experimento representativo de clucion de una columna C-18 en HHPLC sembrada con
muestra obtenidi a partir de lracciones de columnas de Sephadex G-15 que habian demostrado poseer capacidad
inlibitoria de la proliferacion in vitro de células LB, Se grafica la absorbancia a 215 nm (A) » 2 280 nm (B). ¢n
funcion def tiempo de retencion en columna. En el inset se gralican los minimos de absorcion obtenidos para ia
fraccion que demostro actividad inhibitoria, La flecha indica actividad inhibitoria.



aminoacidos aromditicos (tirosina v triptofano) v la de 267 nm ¢s cercana a la
absorbancia de la tirosina fosforilada (266 nm).

Los resultados obtenidos en la digestion enzimadtica con pronasa asi como
las longitudes de onda a las que absorbe la fraccion inhibitoria en el HPLC
parccerian sugerir que la actividad inhibitoria sérica se deberia a la accion de
un peptido. Por tal motivo se procedio a separar en alicuotas la fraccion de
HPLC que habia demostrado actividad inhibitoria de la proliferacion in vitro de

las celulas LB v se realizaron los siguientes ensavos:

7.10. Andlisis de aminodcidos: en la Tabla XVI se representan los valores
obtenidos expresados en picomoles (pmoles) para los diferentes aminoacidos
estudiados en un cxperimento representativo. Como puede apreciarse el valor
mas alto tue el obtenido para Tyr (tirosina) con 321.14 pmoles. El segundo
valor importante fue Gly (glicina). Cabe seifalar que este aminoacido esta en
genceral sobredimensionado, dependiendo su magnitud de la pureza de Ila
mucestra. Respecto de la sensibilidad del método hay que considerar que la
hidrolisis automatica en fase gascosa que utiliza el analizador automatico es
equivalente en cuanto a resultados. al de 24 hs a 110°C en medio liquido con
CIH 6N v tenol. por lo tanto ¢s de esperar una ligera destruccion de Ser (serina)
v Tvr v una recuperacion menor al 100% para Ile (isoleucina) v Leu (leucinay.
La mavoria de las muestras ticnen Met (metionina) parcialmente oxidada por lo
gque durante ¢l proceso de analisis es posible que se produzca una ligera

destruccion de dicho aminoacido v los valores obtenidos son en general bajos.

7.11. Secuencia de amino:icidos.
La segunda alicuota de la fraccion inhibitoria obtenida en ¢l HPLC tue sometida
a los stguientes ensavos:

7.11.1. Hidrolisis Parcial: se llevo a cabo una hidrolisis parcial (110 C

por 1 hora), lo que permite proteger grupos que modifican a los aminoacidoes



Tabla XVI: Concentracion de aminoacidos en el pico de actividad

inhibitoria obtenida a partir de HPLC

Aminoacido en Aminoicido cn
pmol pmol

Glu 26.3 Pro 7.3

Ser 30.9 Tyr 321.1

Gly 123.1 Val 8.0

His - Met -

Arg - Ile 14.1

Thr 10.8 Leu 39.4

Ala 24.6 Phe -

Asp 13.0 Lys 7.0

El dnico pico de actividad inhibidora de la proliferacion in vitro de las células LB
que se¢ obtuvo mediante ¢l uso del HPLC fue dividido en dos partes, una de ellas se
sembro cn un Analizador de Aminodcidos, modclo 420 de Applicd Biosystems con
hidrolizador. Se¢ muestran los resultados (en picomoles-pmol) obtenidos en un
cxperimento representativo.



Figura 11: Perfil obtenido con la hidrolisis total y parcial.
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Se arafica Ia absorvancia a 269 nm en funcion del tiempo de retencion para un experimento
representitino,
La fraceion que habia demostrado eapacidad de inhibir fa proliferacion in vitro de Ias celutas 1.1 obtenida
a partir del HPLC fue sometida 2 hidrolisis totad (24 horas. 110 7°C) () y parcial (1 hora. 110 7°C) (B).
W La flecha senala el desplazamiento del pico  correspondiente a tivosina.



Los resultados de un experimento representativo se muestran c¢n la Fig. 11 en
donde e¢s posible obscervar la aparicion de un unico pico (Fig. 11-A) que st bien
¢s cercano. no cotncide con el de tirosina obtenido por hidrolisis total de la
muestra (Fig. 11-B).

7.11.2. Secuenciacion _de aminoacidos: en la Fig. 12-A se¢ muestran los

resultados obtenidos para la secuenciacion. Es posible observar la aparicion de
una senal correspondiente a la de PTH-tirosina, equivalente a 23 pmoles. Esta
senal se va perdiendo progresivamente en cada ciclo de corte (Fig.12-B) hasta
desaparecer sin que aparezcan sefiales nuevas aun realizando 5 ciclos sucesivos
de degradacion. Como control se procedié a secuenciar la muestra obtenida del
HPLC pero sin derivatizar con PITC. Los resultados de un experimento
representativo se muestran en la Fig.12-C, donde es posible observar la ausencia

de senales nuevas que no sean las propias del aparato.

7.12. Espectrometria de masa:

Con el proposito de caracterizar exactamente ¢l peso molecular y eventualmente
los ¢grupos funcionales presentes en el factor inhibidor se procediéo a realizar
estudios de espectrometria de masas con la unica fraccion inhibidora obtenida
en el HPLC. En la Fig.13 sc grafican los datos de un experimento representativo
de la espectrometria de masa. Aparte de los picos controles. a saber. el
calibrante (1183.3 D). el del cahibrante - Na (1206.5 D) v el del calibrante - Na
- K (12451 D) quedan 5 picos de: 876.3: 1034.7. 1061.1; 1096.9 v 1304.7 D.
De ¢stos. el de 1061.1 v el de 1096.9 parecen resultar de la suma del pico de
10347 mas Na v Na - K respectivamente. Por lo tanto quedarian 3 picos
genuinos: el de 876.3: ¢t de 10347 v el de 1304.7 D. Es importante senalar que
el espectro de masa no es necesariamente cuantitativo como el espectro
ultravioleta. por lo que no se puede estimar la relativa abundancia de una
molccula respecto de las otras. Por otra parte. tentendo en cuenta la naturaleza

del metodo. no hemos podido determinar cudl de estas entidades es fa que posce



Fiaura 12: Perfil obtenido en secuenciacion de aminoicidos
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Se muestra Ia secuenciacion de la fraccion derivatizada que demostro poseer capacidad inhibitoria de Ia
proliferacion in vitro de céluias LB obtenida a partir de HPLC sembrada con muestra provenicnte de SLB. Como
controlseprocedio a realizar los mismos pasos pero sin derivatizar la muestra. Las figuras (A). (B} ¥ (C)yrepresentan
los ciclos sucesivos de secuenciacion. Se grafica la absorbamcia a 269 nm en funcion del tiempo de retencion de un
CXperimento representativo.

¥ La flecha indica Ia dnica seital que aparece.correspondiente al tiempo de retencion de la tirosina.



INTENSIDAD

Figura 13: Perfil obtenido en espectrometria de masa,
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Se arafica ¢f peso molecular en funcion de la intensidad de captacion,
Las condiciones experimentales se describen en materiales y metodos.




actividad inhibitoria o st se¢ trata de una sola molécula con diferentes grupos
sustituventes. Por ejemplo. la diferencia de aproximadamente 160 D entre el

pico de 876.3 v el de 1034.7 D parece indicar la presencia de una glucosa.



DISCUSION

Las metastasis constituven el principal obstaculo para un tratamiento
eficaz contra ¢l cancer. Procedimientos convencionales como la cirugia v la
radioterapia son adecuados cuando el tumor s¢ presenta como una masa
perceptible v localizada: por el contrario. cuando ¢ste esta diseminado en focos
de c¢lulas tumorales (metastasis) por todo 6 gran parte del organismo. aquellos
procedimientos resultan inaplicables.

La quimioterapia ataca las celulas tumorales alli donde ellas se
encuentran, va localizadas, va diseminadas en el organismo. Este procedimiento
representa un adelanto respecto de la cirugia v la radioterapia pero tiene a su
vez dos grandes inconvenientes: en primer lugar, tarde o temprano aparecen
dentro de un tumor variantes resistentes a los agentes quimioterapéuticos; en
segundo lugar, estos agentes no discriminan entre las células neoplasicas y las
células normales v por lo tanto cl organismo puede danarse seriamente -incluso
[legando a la muerte- como consecuencia del tratamiento.

Teoricamente, la inmunoterapia presenta las ventajas de la quimtoterapia,
en cuanto que puede atacar a las células tumorales cualesquiera sea el lugar
donde se cncuentren v carece de sus limitaciones va que una respuesta inmune
montada contra un tumor seria especifica v por lo tanto el resto del organisimo
no deberia sufrir dafio alguno. Sin embargo. un tratamiento inmunologico exige
que el tumor exhiba antigenos que sean reconocidos como extrafos por el
organismo. La existencia de antigenos tumorales especificos tue demostrada
varios anos atras en tumores de raton inducidos por carcindogenos quimicos v
virales (132.151). Por el contrario. la mavoria de los tumores espontancos de
rata, raton v presumiblemente humanos carccen de inmunogenicidad detectable

3)0 s1 esta falta de inmunogenicidad refleja la ausencia de antigenos

AN

2.1

N

(|
especificos sobre la superficie de las celulas de estos tumores. es algo que no
puede atirmarse aun con certeza. pero es probable que sea ast ¢n algunos casos.

Como quiera que sea. hasta hov. ¢l tratamiento inmunologico del cancer humano



no ha ofrecido resultados alentadores salvo en algunos casos de tumores
superficiales (154) v aan asi. los resultados positivos no han podido ser
habitualmente reproducidos como para que pueda serles otorgado una razonable
confiabilidad.

A la luz de los comentarios antertores, es claro que todos los tratamientos
convencionales utilizados en la actualidad contra el cancer. presentan serias v
en muchos casos. insalvables limitaciones. Por esta razon resulta importante
explorar aspectos poco estudiados de la biologia del cancer que podrian
avudarnos a comprender la naturaleza de los procesos malignos v eventualmente
a revelarnos la existencia de nuevos factores que podrian ser utiles para el
tratamicnto de los tumores.

Siguiendo esta linea de razonamiento, iniciamos hace algunos anos, el
estudio de un fendmeno llamado resistencia concomitante, segun el cual un
individuo portador de un tumor inhibe el desarrollo de un implante secundario
con celulas de ese tumor. Es curioso que este fenomeno hava llamado
relativamente poco la atencidon de los investigadores ya que se trata de un
mecanismo por ¢l cual podria controlarse el crecimiento de las metastasis que
no son otra cosa que implantes secundarios naturales de tumor. Existe
abundante evidencia experimental de nuestro v otros laboratorios de que la
resistencia concomitante puede ser generada tanto por tumores inmunogénicos
como no-inmunogénicos (122.138), por lo que. cualquiera sca su modo de
accion. no exige la existencia de una respuesta inmune convencional montada
contra ¢l tumor. Mas aun. ¢n nuestro laboratorio hemos demostrado previamente
(141) que la resistencia concomitante podia ser transterida de un raton portador
de tumor a un raton normal unido en parabrosis con ¢l primero: como ¢l raton
normal permanecia e¢n buen estado general v simultancamente resistia un
inoculo tumoral secundario. se infiere que la resistencia antitumoral pucde ser

lograda sin daiar perceptiblemente al organismo. Esto sugiere que la resistencia



concomitante e¢s un fenomeno promisorio desde que parece carecer de las
limitaciones que tienen los tratamientos convencionales del cancer. En etecto:
[V no exige que las cdélulas tumorales estén localizadas en un punto del
organismo sino que¢ puede atacarlas en muchos sitios distantes (implantes
seccundarios): en esto carece de las limitaciones de la cirugia v la radioterapia:
2) la resistencia antitumoral puede ser alcanzada sin dafio perceptible del
organtsmo:. en e¢sto careceria de las limitaciones de la quimioterapia: 3) no
exige que el tumor sca inmunogénico v en esto carece de las limitaciones de la
inmunoterapia.

En esta Tesis, hemos extendido y profundizado el estudio de la resistencia
concomitante generada por el tumor murino LB mostrando que ratones
portadores de este tumor eran capaces de inhibir el crecimiento de metastasis
experimentales y espontineas no solo del propio tumor LB sino también de otro
tumor no relacionado (el altamente metastasico C7HI). La presencia del tumor
LB sc indujo en estas metastasis un verdadero estado de tumor dormido en el
que las células metastasicas permanecian vivas pero sin crecimiento aparente:
reciprocamente cuando ¢l tumor LB fue extirpado. su accion desaparecio
ocasionando un riapido desarrollo de las metdstasis. Presumiblemente las
metastasis  fueron  inhibidas por dos mecanismos  diferentes  pero
complementarios. a saber: un mecanismo directo que afecto la proliferacion de
las propias cc¢lulas tumorales v un mecantsmo indirecto que afectd la
neovascularizacton tumoral impidiendo el establecimiento de los neovasos que
nutren el tumor.

La existencia de un mecantsmo directo puede inferirse del hecho de que la
presencia de un tumor LB inhibio tanto la proliferacion secundaria de células
LB va vascularizadas v en activo crecimiento como ¢l desarrollo de implantes
tumorales secundarios intraperitoneales que no necesitan vascularizarse para
crecer. En efecto. en ambos casos se supone que -deslindando un efecto

indirccto sobre la neovascularizacion tumoral que o va esta establectda (como



en ¢l caso de los implantes en activo crecimiento) 0 nunca s¢ produce (como ¢n
el caso de los implantes intraperitoneales)- toda inhibicion del crecimiento
tumoral deberia atribuirse a una accion  directa dirigida sobre las propias
celulas tumorales.

Por otro lado, la existencia de un mecanismo indirecto puede inferirse del
hecho de que la presencia de un tumor LB sc inhibiéo la neovascularizacion
contralateral inducida por macrofagos activados, linfocitos y fibroblastos v Jde
que la existencia de un lecho vascular previo, en el sitio de un tmplante tumoral
secundario (metastasis experimental) revirtio la inhibicion generada por el
tumor primario. EI hecho de que la reversion de la inhibicion fuera solo parcial
v de que el desarrollo de los implantes secundarios que crecieron fuera menor
que el control sugtere que ambos mecanismos de inhibicion -directo e indirecto-
coexisten y se refuerzan mutuamente.

Experimentos previos r:alizados en nuestro laboratorio (138,140,141 v
los resultados obtenidos en cste trabajo sugieren que la induccion, directa v o
indirecta, del estado de tumor dormido generado por ¢l tumor LB no seria
mediado por procesos inmunologicos convencionales. Esta afirmacion se basa en
los stguientes hechos: 1) el tumor LB no es tnmunogénico v cuando crece no
despierta una respuesta inmunologica detectable: 2) la induccion del estado de
tumor dormido se llevo a cabo tanto en ratones eutimicos como en nude.
gencéticamente  atimicos v desprovistos de  las  funciones inmunologicas
dependientes del timo: 3) el andhlisis histologico del sitio del implante tumoral
secundario que no crecio. revelo la presencia de cclulas tumorales bien
preservadas v osin infiltracion por parte de las células del huesped. lo que
contrasta con una rcaccion de rechazo inmunologico convencional.

Por otro lado. el sucro de ratones portadores de tumor LB revelo una
actividad inhibitoria de la proliteracion in vitro de las propias células LB. Esta
actividad fue proporcional al volumen tumoral v a la intensidad de la resistencia

concomitante gencrada por ceste tumor. ¢s decir a su capacidad para inhibr



metastasis experimentales v espontancas. Esta actividad sérica también inhibio
la proliteracion in vitro de las células endoteliales y de fibroblastos que son
componentes estructurales de tos neovasos tumorales: de 1gual modo. inhibio ia
proliferacion de linfocitos v la adhesividad v fagocitosis de macrofagos, los
cuales junto con los fibroblastos v linfocitos participan en el proceso de
ncovascularizacion hiberando moléculas angiogénicas.

La inhibicion in vitro mediada por el suero de portadores de tumor LB -dz
las propias cé¢lulas LB v de las células que participan en el proceso dJde
neovascularizacion tumoral, sugiere que ambos mecanismos -directo ¢ indirecto-
de 1nhtbicion de las metdstasis podrian ser lievados a cabo por los mismos
"factor.es” séricos. Un proceso diferente, la agregacion plaquetaria, que no
interviene directamente en la neovascularizacion tumoral, no fue afectado por el
sucro de portadores de tumor LB, sugiriendo que la migracion de las células
tumorales en la corriente sanguinea. funcion atribuida a las plaquetas (155-158).
no cstaria afectada por el fenomeno de resistencia concomitante.

Respecto de la naturaleza de esta actividad inhibitoria sérica que parece
explicar la induccion del estado de tumor dormido en ¢l fenomeno de resistencia
concomitante generada por ¢l tumor LB consideremos en primer lugar que no
depende del timo porque la actividad inhibitoria esta presente tanto en el suero
Jde ratones cutimicos como en ¢l suero de los ratones nude. genéticamente
atimicos. En segundo lugar. los factores del complemento O anticuerpos
citotoxicos dependientes del complemento tampoco pueden explicar esta
actividad inhibidora. En efecto. por un lado. sueros decomplementados expresan
[a misma accion inhibidora que los sucros completos. por otro lado. el hecho de
que toda la acuvidad inhibitoria sea dializable usando una membrana con un
punto de corte en 12.300 D muestra claramente que no pucde ser mediada por
anticuerpos porque la masa de éstos es muy supertor. Adicionalmente el suero

-

de ratones portadores de tumor LB no contiene urea. creatinina o acido urico en

Vi

concentraciones mavores que las observadas en suero normal. indicando que i



efecto inhibitorio del suero no puede adscribirse a estas conocidas moléculas
toxicas.

Segun los resultados obtenidos con distintas enzimas. el tfactorres)
inhibidor sérico podria ser en parte de naturaleza peptidica va que el
tratamiento con pronasa reduce significativamente su actividad: el hecho de que
el tratamiento con tripsina v carboxipeptidasa A no disminuyo su actividad
inhibitorta nos permite suponer que residuos internos bastcos v grupos
carboxilos libres no son necesarios para la actividad o no son asequibles para
las enzimas.

La purificacton v caracterizacion mas detallada de la actividad inhibitoria
en ¢l sucro de ratones portadores de LB, fue iniciada utilizando columnas
cromatograficas de Sephadex G-25, G-15 y cromatografia en capa delgada: los
resultados sugieren que la actividad inhibitoria se debia a un factor con un peso
molecular comprendido entre 800 v 1200 D. Por otra parte, el analisis de los
datos obtenidos con la columna de intercambio ionico sugiere que se trataria de
una molécula anidonica a pH neutro.

Teniendo en cuenta que las sales son contaminantes comunes en los
procesos de purificacion. s¢ midio su concentracion en las distintas fracciones
de las columnas de Sephadex G-15: los tonogramas realizados para Na. Cl v K
revelaron valores normales en todas las fracciones, aun en aquellas que exhibian
la attividad inhibitoria. indicando que ésta no representa un artificio de técnica.

Un mavor grado de purificacion fue obtenido usando -cromatogratia
liquida de alta resolucion (HPLC). Una sola fraccion ha sido rutinariamente
haltada como la que posee toda la actividad inhibitoria. Tal fraccion presenta
dos maximos de absorcion a 215 v 267 nm.

Considerando que la union peptidica presenta maxima absorcion a 215 nm
v que ciertos aminoacidos (como la tirosina) moditicados absorben a longitudes

cercanas a 267 nm. parecio razonable pensar -apovados ¢n los datos enzimaticos



previos- que la actividad inhibitoria podia ser ejercida por un péptido. Ello nos
llevo a hacer estudios de andahisis v secuenctacion de aminoacidos.

El analisis de¢ aminoacidos revelo la presencia de tirosina como
componente  principal v de otros pocos aminoiacidos en bastante menor
proporcion. La secuenciacion de aminoacidos mostro en ¢l primer ciclo una
sefial que coincidia con la de tirosina. Sin embargo esta senal fue
desapareciendo v no aparecieron senales nuevas correspondientes a otros
aminoactdos.

Estos resultados admiten dos posibilidades: la primera es que el tactor no
sea un péptido, en contraposicion a lo que habian sugerido los estudios
enzimaticos v de HPLC. La segunda posibillidad es que se trate de un péptido
pero que por limitaciones de la técnica, los aminoacidos que acompanan a la
tirosina no son detectados por el secuenciador. En efecto, el método de
secuenclacton  tiene  ciertas  himitaciones, dado que algunos aminodcidos
presentan dificultades para su asignacion. En primer lugar, los aminoacidos
moditicados por glicostlacion o tostorilacion no dan senal v son registrados
como blanco. En segundo lugar. hay ciertos aminoacidos que son detectados con
dificultad aan cuando no esten modificados: por ¢jemplo. serina v treonina son
registrados en defecto debido a su destruccion durante el proceso de
conversion: arginina ¢ histidina son también dificiles de detectar porque
despues del clivaje:del péptido. los complejos formados no son faciimente
extraibles de la camara de reaccion v producen muy poca recuperacion:
astmismo, ¢l triptofano se destruve después del clivaje. Por estas limitactones.
st s¢ trabaja con poca muestra como es nuestro caso. ¢s probable que serina.
treonina. histidina. arginina v triptofano no se¢ detecten.

Por otra parte, los resultados obtenidos con la hidrohisis total v parcial de
la fraccion inhibitoria hallada en el HPLC sugieren la presencia de aminoactidos
modificados. En efecto. se ha observado que la hidrolisis total del factor da

ortgen a tirosinas libres (v en mucho menor proporcion a otros aminoacidos).



pero cuando ¢s hidrolizado ¢en forma suave. para no romper las modificaciones
que puedan poseer los aminodcidos. aparece una senal que no coincide con fa de
la tirosina sino que se aproxima a la sefal de una tirosina glicosilada.

Con el proposito de caracterizar finalmente ¢l peso molecular v
eventualmente los grupos funcionales presentes en el tactor inhibidor. se
recurrio a la espectrometria de masa. Tres componentes con pesos de 8765
1034.7 v 1304.7 D fueron detectados. Dado que la espectrometria de masa c¢s
una técnica destructiva. resulto imposible ensavar la actividad de estos
compuestos para determinar cual de éstos ejerce la accion inhibitorta sobre la
proliferacion in vitro de las células LB. Existe asimismo la posibilidad de que
se trate en realidad de un solo componente al que se le unen uno 6 mas grupos
funcionales; por ejemplo se encontro una diferencia cercana al peso molecular
de la glucosa en su forma ciclica entre la molécula de 876.3 v 1034.7.
Recordemos que los azucares, en este caso la glucosa, sc unen por unidn eter a
los aminoacidos, siendo la tirosina el aminoacido mas frecuente al que se unen.

De los experimentos realizados, la estructura preliminar que se propone

para ¢l factor inhibidor seria:

GLUCOSA
!

TYR=[?]=TYR=[?]

Aunque la caracterizacion definitiva del tfactor inhibidor aun no ha sido
completada, puede afirmarse que conocidos inhibidores de la proliteracion
tumoral como los interferones. el factor de necrosts tumoral a v B (TNF), el
factor de crecimniento tumoral B (TGF-6) v la novel angiostatina no estarian

imvolucrados tentendo en cuenta su mavor peso molecular (¢l peso molecular de



los tactores citados oscila entre 17.000 v 38.000 D mientras ¢l tactor inhibidor
hallada por nosotros no superaria los 1305 D) v otras caracteristicas fisicas (por
ejemplo el TNEF. interferones v angiostatina no resisten el calentamiento a 100
"C mientras que ¢l factor inhibidor sérico si lo hace) (119-124.159).

Otras sustancias inhibidoras de la proliferacion celular in vitro. como los
aldchidos derivados de las pohaminas v la acroleina, que son contaminantes
comunes en los procesos de purificacion de moléculas a partir de material
btologico. tampoco parecen estar involucradas (160-166). En efecto. el peso
molecular de los aldehidos derivados de las poliaminas oscila entre 100 v 200 D
v ¢l de la acroleina es de 55 D. Esto significa que se trata de moléculas bastante
mas pequenas que nuestro factor inhibidor.

El origen de este factor inhibidor aun no se conoce con precision, pero
hav ciertos datos que permiten dar alguna orientacion en este sentido. En primer
lugar. la actividad inhibitoria sérica disminuvd drasticamente in_vivo cuando
ratones portadores de tumor LB fueron tratados con drogas anti-inflamatorias
que actuan tanto sobre la ciclo-oxigenasa como sobre la lipo-oxigenasa, que son
e¢nzimas involucradas en ¢l ciclo del acido araquidonico.

En scgundo lugar la noculacion in_vivo de los anti-histaminicos
clorpromazina v prometazina (antagonistas del receptor H, de la histannina)
tambi¢n indujo la caida de la actividad sérica (167). Ambos resultados podrian
estar relacionados desde que la histamina. a través de su receptor H,. induce la
produccion de prostaglandinas a partir del acido araquidonico ¢n una reaccion
catalizada por la ciclo-oxigenasa. Es asi que hayv ciertos datos que sugieren la
participacion del acido araquidonico v las prostaglandinas en la produccion del
tactor inhibidor sérico.

En un sentido mas general. estos resultados indican que ¢l origen de la
actividad inhibitoria podria estar asociado mas a la respuesta intlamatoria que

ortgina ¢l huésped en presencia de un tumor que al tumor por st mismo.



Ahora bien. cualquiera sea la estructura definitiva v el origen de esia
molc¢cula. puede suponerse que su completa caracterizacion permitiria ensayar
su actividad antitumoral in vivo en optimas condiciones tecnicas.

S1 se demostrara cntonces que el factor inhibidor s¢rico tiene accion no
solo sobre implantes tumorales sino también sobre tumores en desarrollo con
minimo dafio para ¢l organismo. estariamos frente a una molécula que podria ser

uttl para mejorar la terapéutica del cincer.
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