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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 ownmetastases. The experimental model for the study of this
phenomenonis knownas 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 LBand 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 low 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 is 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 extirpación de un tumor va seguida de un
rápido desarrollo de metástasis que no eran aparentes al tiempo
de 1a misma. Esto sugiere que 1a presencia de un tumor primario
ejerceria un control inhibitorio sobre las metástasis. El modelo
experimental para el estudio de este fenómeno es conocido como
resistencia concomitante.

En este trabajo hemosdemostrado que ratones portadores de
un tumor LBeran capaces de inhibir el crecimiento de metástasis
experimentales del propio tumor LBy metástasis espontáneas de
otro tumor no relacionado (el altamenete metastásico C7HI). La
presencia del tumor LB induce en estas metástasis un verdadero
estado de tumor dormido en el que las celulas metastásicas
permanecen vivas pero sin crecimiento aparente; recíprocamente
cuando el tumor LBes extirpado, su acción desaparece y ello
ocasiona un rápido desarrollo de las metástasis. Presumiblemente
las metástasis son inhibidas por dos mecanismosdiferentes pero
complementarios, a saber: un mecanismo directo que afecta la
proliferación de las propias celulas tumorales y un mecanismo
indirecto que afecta la neovascularización tumoral. Ambos
mecanismos estarian mediados por un factor de bajo peso molecular
(800-1200 D) hallado en el suero de ratones portadores de LB.
Este factor probó ser resistente al calor y a amplias variaciones
de pH, con máximos de absorción a 215 y 266 nm.

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

La definitiva caracterización de este factor podria
eventualmente ser de valor en el futuro para ensayar nuevas
terapéuticas en la lucha contra el cáncer.



INTRODI'CCION GENERAL

l. CONCEPTO DE NICOPLASH:

Se denomina neoplasia al crecimiento proliferativo relativamente

autOnomo de un tejido (l). El primer componente de esta definicion. a saber. el

caracter de crecimiento proliferativo indica un aumento en el numero de celulas

debido a una tasa promedio de division mas rápida o a una tasa promedio de

muerte mas lenta que las de las celulas del tejido normal.

Si se compara el grado de crecimiento de una celula neoplasica respecto

de su contraparte normal cuando esta esta en etapa proliferativa, se observa que

la celula neoplasica puede crecer mas rapido, igual ó mas lentamente (como es

el caso de las neoplasias de intestino delgado y leucemias crónicas) que las

celulas normales que le dieron origen. Pero en promedio. tomando la vida total

de un tejido, es decir‘ la suma de las etapas proliferativas y no proliferativas, el

grado de crecimiento de las celulas neoplasicas es mayor porque mientras las

celulas normales estan limitadas en su crecimiento por la homeostasis del

organismo. las celulas neoplasicas no lo estan y continuan creciendo. La

replicaeion aumentada de las celulas l'orma parte de la definicion operaCional de

una neoplasia; sin embargo las celulas neoplasicas pueden permanecer mucho

tiempo en el huesped sin que sea demostrable la existencia de división celular

(2).

El segundo componente de la definición de neoplasia. a saber. el termino

autonomo indica que el cancer no esta sujeto a las reglas de regulacmn que

gobiernan a las celulas indixiduales _\'al conjunto de interacciones que estas

poseen con el resto del organismo. Respecto del adjetno "relativo". este indica

que dicha autonomia no es total. En algunos casos la autonomia que posee una

neoplasia es sólo referida al tejido de origen.

Finalmente. el tercer componente de la definicion es el termino tejido

lïste termino indica que una neoplasia solo puede ser definida en un organismo



multicelular. Por esta definicion, los organismos unicelulares estan libres de

esta enfermedad.

1.1. Tumor

El termino tumor (tomado del latin tumor, que significa hinchazón) es

mucho mas amplio _\'abarca a las masas parasitarias, granulomatosas _\'abscesos

crónicos ademas de las neoplasias. Sin embargo frecuentemente se utilizan los

terminos tumor _\' neoplasia como sinónimos. y esta convención sera usada

tambien en el presente trabajo.

La clasificación de neoplasias posee 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) malignasi si son capaces de invadir otros tejidos cercanos o distantes

(metástasis) y no presentan encapsulamiento. Las neoplasias malignas reciben el

nombre de cancer.

Como puede verse. la mayoria de las diferencias entre tumores benignos y

malignos son relativas. Quizas la capacidad de dar metastasis sea la única

realmente critica.

1.2. Clasificación de las neoplasias malignas

Los canceres se pueden clasificar segun un criterio histogenetico. en:

ll carcinomas: tienen su origen en los epitelios. o sea en las capas de

celulas que reeubren la superficie del cuerpo _\'las que forman las glándulas.

3p sarcomas. surgen a partir de las estructuras de sosten. derhadas del

mesodermo. como hueso. musculo. etc.

3) leucemias y linfomas: se originan a partir de las celulas hematopo­

yeticas de la medula Osea _\‘ganglios linl‘aticos.

Cuando el origen de un cancer es mttltiple se lo denomina teratoma.



2. METASTASIS:

2.1. Definición de Nletástasis

Como se ha descripto, el cancer se define por el crecimiento invasivo de

las celulas malignas. Esta invasion puede darse en tejidos adyacentes a aquel en

el cual surgieron. o en sitios distantest sin continuidad con la masa que le dio

origen. En este ultimo caso se habla de metástasis.

El movimiento de las células tumorales desde el tumor primario a órganos

distantes y el subsecuente desarrollo de las ¡metástasis es uno de los aspectos

mas devastadores del cancer (3).

2.2. Incidencia y Mecanismo

La cascada de eventos en la progresión de un tumor metastásico se resume

en el Esquema l. En este sentido la iniciación y promocion del tumor primario

son seguidas por la transición de un estado de tumor in situ a localmente

invasivo y luego a tumor xascularizado (4-7). Los capilares neoformados poseen

una estructura diferente a la de los normales. Esto hace que sean facilmente

invadidos por las celulas tumorales dentro de la masa del tumor primario.

Tambien vasos preestablecidos pueden ser invadidos por las celulas tumorales.

Estas celulas tumorales viajan por el drenaje venoso en forma aislada o

formando trombos. Sin embargo menos del 0.U|°o de estas celulas son capaces

de generar metastasis. Los tumores carecen de sistema linfático dentro de su

masa. por lo tanto la comunicaciOn de las celulas tumorales con los canales

linfáticos ocurre sOIo en la periferia del tumor. Las celulas tumorales que entran

al sistema Iinfatieo llegan a un nodulo cercano donde son detenidas en los sinos

subcapsulares. Pero entre los lO _\'los 60 tninutos despues del arresto inicial.

algunas celulas tumorales escapan y entran al sistema linfático eferente _\'

exentualmente terminan en el sistema de drenaje venoso debido a la ethtencia

de numerosas coneXIones |infzttico-sanguineas. Por lo tanto Ia diseminaciOn



Esquema 1 Resumen de los procesos que llevan a! estabiecímíemc} de metastasis
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linl'atica y sanguínea ocurren en paralelo. Las celulas tutnorales circulantes

solas o en trombos -asociados o no a leucocitos. l'ibrina o plaquetas- son

arrestadas en la microx'asculatura del organo blanco. anclandose a la superficie

endotelial intacta o a regiones donde existe exposiciOn de la metnbrana basal

subendotelial. Una vez que las celulas tumorales se han anclado, las celulas

endoteliales adyacentes se extienden sobre las celulas tumorales y las separan

de la corriente sanguinea. Luego se observa la disolución local de la membrana

basal y el movimiento de las celulas tumorales con sus pseudopodos a trave's de

la membrana degradada. Este paso es seguido por la completa extravasación de

la celula tumoral y el re-establecimiento del flujo sanguíneo del vaso. Las

celulas tumorales que logran extravasar proliferan como colonias pero requieren

la formacion de neovasos para crecer mas alla de l o 2 mm de diametro. Cuando

la colonia es suficientemente grande puede comprimir el vaso sanguíneo.

causando daño mecanico al endotelio. De esta manera las celulas tumorales

pueden re-introducirse en la corriente sanguinea y dar origen a nuevas
metástasis.

Sin embargo existen numerosos reportes clinicos sobre la existencia de

metastasis dormidas (8). Mas aUn. un tercio de la mortalidad en el cancer de

mama se observa luego de 5 años dela remocion del tumor primario debido a la

existencia de metástasis ocultas al momento de la extirpación del tumor

primario.

3. VASCI'l..\RlZ.\('I()\ Tl.".\l()R.\L

3.l. Introducción

La prolil‘eraciOn de vasos sanguíneos es esencial para el normal

crecimiento y desarrollo de los tejidos. En el adulto. es un evento poco

frecuente. Pero se pueden encontrar excepciones en el sistema reproductuo

t'emenino. donde se desarrolla neontseularizaeton en el l'olieulo durante ei



desarrollo, en el cuerpo Iuteo durante la ovulación y en la placenta durante la

preñez. Estos periodos de angiogenesis son relativamente cortos y altamente

regulados. Tambien se verifica el desarrollo de neovasos durante el proceso de

reparación de una herida. Por otro lado, la falta de control sobre el desarrollo de

neovasos contribuye a una gran variedad de enfermedades. Por ejemplo, el

crecimiento de tumores sólidos es dependiente de la vascularización, y en la

retinopatia diabética, la vascularización de la retina, frecuentemente lleva a la

ceguera.

Los neovasos se forman a partir de prolongaciones de vasos ya

establecidos, asi como de venulas y otros capilares. Este fenómeno 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 sanguíneos es

degradada. Esta es mediada por enzimas proteolíticas, siendo las más conocidas

el activador del plasminógeno y las colagenasas, liberadas por las CE en

respuesta a los factores angiogenicos (lO). Existen tumores que directamente

pueden degradar la membrana basal mediante endoglicosidasas que actúan sobre

el heparan-sulfato, componente mayoritario de los glicosaminoglicanos (GAGs)

constituyentes de la membrana basal (ll). Cuando la membrana basal está

degradada. las CE empiezan a migrar hacia el espacio pre-vascular y luego

proliferan. Subsecuentemente, las CE forman la luz del capilar por un

mecanismo que aún permanece poco conocido (12). En los pasos finales, los

pericitos (fibroblastos y en menor medida adipocitos y osteocitos) llegan a los

capilares recien formados y una nueva membrana basal es sintetizada

(presumiblemente por ambos tipos celulares -pericitos _vCE) estableciéndose asi

un nuevo capilar ( ¡3).

3.l.l Diferencias entre vasos tumorales v normales.

Hace ya tiempo se ha descripto la asociacion entre crecimiento tumoral y

angiouenesis ( l-l). Goldman llamo la atencion sobre:
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3.2. Factores inductores (angiogénicos) e inhibidores dela vascularización.

Como ya hemos descripto, el crecimiento de los tumores sólidos es

dependiente de la vascularización pero los tumores no estan vascularizados en el

comienzo de su desarrollo (2‘39). De este modo pueden permanecer en estado

de tumor in situ por meses e inclusive años sin vascularizarse y en consecuencia

limitados a unos pocos milímetros de volumen. Algunas celulas tumorales

cambian luego a un fenotipo angiogenico e inducen la vaso proliferación (-l­

10%) que sustenta el desarrollo de las celulas que inducen vascularización asi

como de las que no lo hacen (30‘31). La expansión dela masa tumoral se realiza

tanto por Ia perfusión de los neovasos a través del tumor como por la

estimulación paracrina de un gran número de factores de crecimiento y 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 angiogenicos y factores anti-angiogenicos liberados tanto por el tumor

como por celulas normales circundantes tales como macrófagos, linfocitos y

fibroblastos (34.35). Ahora bien, el desarrollo de vascularización tumoral puede

deberse tanto a la sobreproduccion de factores angiogenicos como a la

regulacion negativa de factores inhibidores de la vaso proliferación. Respecto

de los procesos tumorales es posible que ambos mecanismos esten presentes

(36).

3.2. l. Factores angioue'nicos

La primera demostración de la naturaleza de los factores angiogenicos

proviene de los trabajos en donde se aislaron factores derivados de tumor con

capacidad de generar angiogenesis tanto in vitro como in vivo (34-40). H0}

existen numerosos ensayos que miden la capacidad de diferentes factores para

inducir angiogenesis. Estos factores angiogenicos pueden agruparse de la

siguiente forma:



Factores de bajo peso molecular.

A). Factores quimiotacticos: son factores que estimulan la migración pero

no la proliferación de CE (4|). En general se trata de polipeptidos de 2000­

I4000 D. Estos factores han sido aislados de tejidos en reparación y en culti\os

de macrofagos in vitro en respuesta a la hipoxia (42) v al lactato (43). Se cree

que son los macrófagos presentes en los tejidos dañados los responsables de la

actividad in vivo.

B). Lipidos: La caracterización quimica y el uso de inhibidores sugieren

que una mezcla de prostaglandina E. y E; serian responsables de esta actividad

(44-47). Los niveles de prostaglandinas son elevados en tumores, exudados

inflamatorios, cicatrizaciones y en sobrenadantes de macrófagos activados (47).

C). Factores angiogenicos derivados de tumor: son compuestos de bajo PM

(200-1000 D) que estimulan la proliferación de las CE (38-40). Una de estas

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

Factores de crecimiento.

Algunos factores de crecimiento o migración de las CE fueron descriptos

durante los años 70. Entre los primeros factores aislados estan el factor basico

de crecimiento de fibroblastos (bFGF) aislado de cerebro (50-53). el factor de

crecimiento de las celulas epiteliales (ECGF) aislado de hipotalamo (53). el

factor de crecimiento de condrosarcoma (ChDGF) (54) _vel factor acido de

crecimiento para fibroblastos (aFGF) (55).

Factores polipeptidicos.

A). Angiogenina: fue el primero en ser purificado a partir de medios

condicionados de cultivo de adenocarcinoma humano (56-59).

Bl. Factores transformantes del crecimiento (TGF): los TGF son

polipcptidos que fueron primero identificados por su habilidad para transformar

el fenotipo dc celulas normales. Entre ellos el TGlÏ-a _\' el EGF (factor de



crecimiento epidermieo) estimulan la proliferación de las CE en los

microcapilares (oO-63). Otros como el TGF-B inducen la formacion de neovasos

_vla producciOn de colageno por los fibroblastos ademas de ser un potente factor

quimiotactico de los monocitos (64-66). Sin embargo, otros trabajos relacionan

al TGF-B con la inhibición de la proliferación de las CE in vitro _vantagoniza la

actividad mitogenica de bFGF en forma no competitiva (67.68)

Nuevos factores:

Recientemente, dos nuevos factores angioge’nicos 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) tambien conocido como factor de permeabilidad

vascular (69-70). El VEGF es un mitógeno especifico de las celulas endoteliales

in vitro y posee actividad angiogenica in vivo. Posee dos formas pequeñas

(VEGF ¡3, y VEGF ¡65) que son secretados como proteinas, pero dos formas

mayores (VEGF W, y VEGF ¿.m) se unen a los proteoglicanos que contienen

heparina en la membrana de las celulas o en la membrana basal (70). Ademas,

como factor de permeabilidad vascular permite la extravasacion de proteinas

como el fibrinogen para formar el gel de fibrina extravascular que es el sustrato

optimo tanto para el crecimiento delas celulas tumorales como para las celulas

endoteliales. Cabe señalar que se ha demostrado Ia induccion de .VEGF en las

regiones hipóxicas de glioblastomas multiformes (70).

lïl segundo factor es el factor de crecimiento placentario (PlGF). el cual

fue aislado de placenta _vcelulas de coriocarcinoma humano (7|). Este factor

presenta un 5400 dc homologia con el VEGF.

A pesar de los exitos logrados con cl tratamiento anti-angiogenico en

algunos tipos tumorales ¡25) la existencia de tantos factores angiogenicos hace

dificultoso el intentar prevenir la angiogenesis tumoral bloqueando factores

angiogenicos indniduales. De hecho eNistcn hibridomas que secretan grandes



cantidades de anticuerpos anti-FGF y sin embargo. la presencia de otros factores

angiogenicos hace que el tumor \“dSCUlle’ÍCCy desarrolle. Sin embargo. el uso de

factores anti-angiogenicos parece abrir una nueva puerta a la terapeutica.

3.2.2. Factores inhibidores dela vascularización

Los antagonistas de la angioge’nesis han sido divididos en dos categorias;

aquellos que inhiben la producción de factores angiogenicos y los que inhiben la

proliferación de celulas endoteliales. Se ha demostrado que los interferones

(INF-a e INF-B) inhiben la señal angiogenica (72,73). Sin embargo. los

diferentes tumores y hasta diferentes subpoblaciones de un mismo tumor pueden

o no responder al lNF. Por otra parte. se ha observado que el factor plaquetario

4 (PF-l) producía zonas avasculares en la membrana coriónica de embrión de

pollo (74). El PF-l inhibe la proliferación de las celulas endoteliales in vitro, sin

embargo las concentraciones usadas no pueden ser alcanzadas in vivo. Otro

inhibidor de la angiogenesis fue recientemente extraido de cartílago y se lo

denominó TlMP (inhibidor de las metalo-proteinasas) y actua inhibiendo las

colagenasas (75-77). Luego fue descripta una segunda molecula con actividad

inhibidora de las metaloproteinasas. denominada TlMP-2 (78). Existen

observaciones acerca de factores inhibidores de la angiogenesis de bajo peso

molecular. Se ha conseguido inhibición dela angiogenesis con una combinación

de esteroides _\'un sustituto sintetico de la heparina llamado B-ciclodextrina e

tetra-dcca sulfato (8] t. La penicilina (83). los analogOs de la vitamina D3 (83).

el metabolito de herbtmicina A (84) y la anti-colagenasa minociclina (85)

también han sido descriptos como factores antiangiogenicos. Mas recientemente.

derhados del metabolito fungico denominado Fumigalina. demostro poseer

capacidad de inhibir angiogeneis _\' suprimir el crecimiento de tumores

xenogeneicos en animales nude (86.87).



Otros autores han descripto que los glucocorticoides. _ven especial la ó metil­

prednisolona. inhiben la angiogenesis inducida por tumores _votros materiales

(88-90).

El enfoque mas reciente en la busqueda de factores anti-angiogenicos esta

orientado hacia los reguladores negativos endógenos 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-angiogenica; este factor es producido constitutivamentc por las

celulas normales pero su produccción decae al 4% durante el proceso de

tumorigenesis (79,9],92). EI segundo factor es el inhibidor de la angiogenesis

derivado de glioma. que se encuentra regulado negativamente en el tumor de

cerebro en humano, pero cuya producción se restitu_ve cuando se vuelve al

fenotipo p53 normal (80,93). Por último, el mas reciente de los factores

inhibidores de la neovascularización es la angiostatina, una proteina de

aproximadamente 38kD derivada del plasminógeno, cuya actividad ha sido

relacionada con el estado de tumor dormido que induce sobre sus metástasis el

carcinoma murino de pulmón de Lewis (94). Cabe señalar que este factor puede

actuar tanto en forma paracrina como endocrina inhibiendo especificamente la

proliferación de las celulas endoteliales _vque su acciOn desaparece despues de

la extirpación del tumor primario. permitiendo el rapido desarrollo de las

metastasis que hasta ese momento permanecían en estado de tumor dormido.

4. .\lE(‘.-\.‘¿IS.\I()S RESPONSABLES DEL ESTADO DE TlÏNIOR DORHIDO

4.l. Definición del estado de tumor dormido.

El estado de tumor dormido es aquel en el cual las celulas tumorales

persisten por un largo tiempo en un huesped clinicamente normal con escaso o

ningun incremento en su pohlaciOn celular. Las celulas tumorales en este estado



pueden estar detenidas en un determinado punto del ciclo celular. o bien poseer

igual grado de muerte _\'de proliferación (95‘96).

4.2. Mecanismos.

Los mecanismos propuestos para la permanencia de las celulas en estado

de tumor dormido son:

l. lnmunidad mediada por células (97-102)

a. Citoliticos

b. Citostaticos

2. Respuesta inmune humoral (l03,l04)

a. Anticuerpos citotóxicos

b. Citoquinas inhibidoras del crecimiento tumoral

3. No inmunes

a. Factores solubles que inducirian arresto mitótico

b. Factores solubles que inducirian diferenciación

4. Avascularidad _\'secuestro tumoral (lOS-l lO)

5. Ausencia dc factores especificos requeridos para el

crecimiento tumoral:

a. Hormonas ( l l l-l 14)

b. Factores de crecimiento producido tanto por el

huesped como por el tumor

ó. Actix'acIOn de una secuencia de genes supresores

a. Estado de iniciación cn la carcinogónesrs quimica

l l ló_l l7t.

De los mecanismos analizados cuatro son los que resultan de mayor

importancia en los modelos animales in vivo

(Il Dependencia constitutiva de las celulas tumorales de factores de

CFCCIIHICHIO.



El caso mas conocido es el de los tumores hormono-dependientes. La

detención del crecimiento se elimina cuando ciertas variantes de celulas

tumorales se vuelven independientes de esos factores o cuando son capaces de

producirlos ellas mismas. volviéndose tumores autónomos.

(2) Avascularidad y secuestro

El crecimiento progresivo de los tumores sólidos en su lugar primario o

en sitios distantes depende de la neovascularización (lOS-llO). Los nódulos

tumorales pequeños no desarrollan mas allá de l o 2 mm de diametro sin

vascularización. La neovascularización tumoral depende de factores

angiogenicos producidos por las celulas del huésped o por las propias celulas

tumorales (lll). Los factores producidos por las celulas del huésped estan

regulados, en algunos casos, por sustancias derivadas del tumor. Así el estado

de tumor dormido inducido por ausencia de vascularización depende de un

complejo sistema de interacción entre las celulas del huesped y las celulas

tumorales.

(3) Mecanismo inmunológico

Existen una gran variedad de mecanismos que pueden ser identificados

como responsables del estado de tumor dormido. Los mecanismos inmunológicos

actuarian lisando un número de celulas tumorales igual al que se produce por

proliferación (95404). 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 tumores de inmunogenicidad

detectable. generalmente inducidos por carcinógenos quimicos o virales. el

mecanismo inmunológico juega un papel fundamental en la regulación de su

crecimiento. Ademas restringe o suprime el desarrollo de las celulas remanentes

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



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

ejercerian un efecto importante.

(4} Factores inhibidores

Se han descripto factores inhibidores de la proliferación de celulas tumorales i_n

gtr_o tll9,l2())_ Dichos factores provienen de diferentes tejidos. normales _v

neoplasicos (130). del sobrenadante de cultivos celulares y del suero de

animales o pacientes portadores de tumores (121-124). En ningun caso se

intentó correlacionar este hecho con la inducción del estado de tumor dormido.

es decir. con metástasis no aparentes al momento de la extirpación quirúrgica

del tumor primario.

Los mecanismos responsables de la terminación del estado de tumor

dormido se resumen a continuación:

A.Supresión inmune

Al Extrinseca

a. Anestesia y procedimientos quirUrgicos ( l25-l27)

b. Infección con agentes inmuno-supresores

c. Drogas citotóxicas _vglucocorticosteroides

A.) lntrinsecas

a. Caida de las defensas asociada a la edad

b. Factores causantes de la regulación negativa de la respuesta inmune

producrdos tanto por las celulas del huesped como por las celulas tumorales.

B. Estimulación inmune que lleva a la regulación negativa de la respuesta

inmune.

C. Suplemento de factores de los que las celulas tumorales dependen

constitutivamente.

D_Vascularización del tumor (128).

l'j. Mutaeion _vproliferación de una variante inmuno-resnstente.



F. Activación de oncogenes adicionales. (ll7)

Un mecanismo que cumple con varios de los items antes descriptos es la

inflamación. Existen trabajos en los que se generan inflamaciones en el area de

un tumor dormido _v este retoma su crecimiento. Este fenomeno ha sido

denominado oncotaxis ( l39).

5. EL FENOMENO DE LA RESISTENCIA CONCOMITANTE

5.1. Introducción

La experiencia clinica revela que en muchas ocasiones, la extirpación de

un tumor va seguida de un rapido desarrollo de metástasis que no eran aparentes

al tiempo de la misma (96-lOl). Los estudios realizados en estos casos sugieren

que la presencia de un tumor primario ejerce un control inhibitorio sobre las

metástasis.

El modelo experimental para el estudio del fenómeno de control de

metastasis por el tumor primario es conocido como resistencia concomitante.

Considerando los estadios descriptos en el Esquema l para el establecimiento de

una metástasis. veremos que este modelo experimental sirve para el estudio de

los factores microambicntales a los que se enfrenta la metastasis experimental

¡desafio 2”") luego de la implantación _vque 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 ejemplo la

\ascularización.

5.2 Antecedentes históricos

lín el año 1906 Paul Ehrlich (ISO) describio el l‘cnOmeno de resistencia

concomitante segun el cual un individuo portador de un tumor inhibe o retarda

el crecimiento de un segundo implante con celulas dc ese mismo tumor cuando

este implante es realizado en un sitio distante al del crecimiento primario. Dos



años mas tarde Bashford Io denominó "inmunidad concomitante". en la creencia

de que se trataba de un rechazo inmunológico. Postuló entonces que el tumor

pritnario dispara una respuesta inmune tardía. incapaz de impedir la progresión

de dicho tumor. pero suficiente para neutralizar el implante secundario (¡3| ).

Este enfoque fue apoyado en los años '60 con el descubrimiento de los antígenos

de transplante especificos de tumor (TSTA) en tumores inducidos por

carcinógenos quimicos y virus oncogenicos (l32). Sin embargo. se ha

establecido que la resistencia concomitante puede ser inducida tanto por tu­

mores inmunogenicos como por tumores no-inmunogenicos, por lo que la

postulación del control inmunológico no puede ser generalizada (133-135).

Varios autores han demostrado que los mecanismos inmunológicos clasicos.

principalmente mediados por linfocitos T y macrófagos podrian explicar, al

menos en parte, la resistencia concomitante generada por tumores murinos

fuertemente inmunogenicos inducidos por carcinógenos quimicos o virales

“35.136). No obstante. respecto de tumores con baja o nula inmunogenicidad.

la naturaleza del fenómeno permanece casi completamente desconocida; todos

los datos relativos a su etiologia obtenidos a partir de experimentos en ratones

nude y eutimicos son esencialmente negativos. sugiriendo que los linfocitos T

no cumplen un rol significativo ( ¡43).

Dado que Ia enorme mayoria de los tumores espontáneos de rata. ratón _\'

presumiblemente humanos. pertenecen a esta categoria. resulta de suma

importancia estudiar Ia resistencia concomitante inducida por tumores con baja

o nula inmunogenicidad.

En trabajos prexios (l37-l-ll) realizados en nuestro laboratorio se ha

demostrado que la resistencia concomitante inducida por varios tumores

murinos no-inmunogenicos operaba a traves de un mecanismo citostatico sin la

participación local de celulas del huesped; en efecto, en el implante secundario

que no crecía como consecuencia de la resistencia concomitante. el examen his­

tológico reveló la presencia de celulas tumorales bien prescrx'adas sin ningun



signo de necrosis _vsin ninguna infiltración con celulas del huésped. en estado

de tumor dormido. contrastando drásticamente con un fenomeno de rechazo

inmunolOgieo convencional. Mas aún. las celulas de bazo _vganglio de ratones

con resistencia concomitante. no mostraron acthidad citotóxica sobre las

celulas tumorales in vitro e in vivo.

Hemos demostrado asimismo que los sueros de ratones portadores de 5

tumores no-inmunogenicos exhibian in vitro una actividad inhibitoria de la

proliferación tumoral que era proporcional a la intensidad de la resistencia

concomitante generada por dichos tumores (l 18,142).

Experimentos realizados usando ratones en parabiosis sugieren que esta

actividad inhibitoria puede cumplir un rol causal en la inducción de la

resistencia concomitante. En efecto, se vio que un implante tumoral no crecía en

un raton normal unido en parabiosis con un ratón portador de tumor; esta

"imitación" de la resistencia concomitante se correlacionó con la presencia de

actividad antitumoral en el suero del ratón normal transferida por circulacion

cruzada desde el ratón portador de tumor. Mas aun, cuando ambos miembros del

par en parabiosis fueron separados. el titulo de la actividad antitumoral cayo

rapidamente en el suero del raton normal, en el cual las celulas del implante

tumoral que habian permanecido hasta ese momento en estado dormido.

comenzaron a crecer.

Estos experimentos sugieren que la resistencia concomitante dependeria

de un nivel alto _\'persistente de actividad inhibitoria en suero. Esto implica que

esta ilCIHldle inliibitoria podria eventualmente ser utilizada como herramienta

terapeuttca para controlar el crecimiento tumoral in vi\o.



OBJETIVO

Observaciones clinicas y experimentales han mostrado que en muchas

ocasiones. la extirpación de un tumor trae como consecuencia el crecimiento

"explosivo" de metástasis que no eran detectables en el momento de la

extirpación y que por Ió tanto pertnanecian en un estado de tumor dormido. Esto

ha sugerido que el tumor primario ejerce un control inhibitorio sobre sus

propias metástasis. El modelo experimental que representa dicho fenómeno es

conocido como resistencia concomitante (RC) y se define como la inhibición de

un implante tumoral secundario en un individuo portador de tumor.

En este trabajo. utilizando el modelo de resistencia concomitante

inducido por el tumor LB en ratones BALB/c, nos hemos propuesto los

siguientes objetivos:

A). Estudiar si el efecto inhibitorio del tumor primario sobre las

metástasis experimentales se ejerce a traves de mecanismos:

A-l). Directos. por inhibición dela proliferación de las propias celulas

LB implantadas secundariamente.

A-Z). lndirectós. a II'LHÓSde la inhibición de la neoxascularización del

implante secundario.

B). Aislamiento y caracterización del factor/es inductores del estado de

tumor dormido de las metástasis experimentales.

La comprensión del balance existente entre el crecimiento tumoral y la

restricción del mismo en el estado de tumor dormido podria permitir el

desarrolló de terapias que inclinen Ia balanza a t'ax'ordel paciente. resultando en

la prolongación del estado de tumor dormido.



MATERIALES Y METODOS

Animales:

Se utilizaron ratones BALB c de atnbos sexos (entre 3 y 5 meses). Estos se

obtuvieron de nuestra colonia. y se mantuvieron con pellets de Nutric (Córdoba)

y agua ad-libitum.

Tumores:

LB: Se trata de una leucemia Iinfoide que se originó espontáneamente en

un ratón BALBac de ó meses, en nuestro bioterio. Se mantiene por pasaje

subcutaneo en ratones singeneicos. Crece in-situ alcanzando un gran tamaño.

Tiene una mortalidad de un ¡00% en un promedio de 18-22 dias cuando se

inoculan lO“ celulas. La dosis de ce’lulas tumorales capaces de matar al 50% de

los animales sc inoculados (DT 50) es de 1000 celulas y se ha mantenido a lo

largo de los pasajes. Mediante ensayos de inmunización se ha comprobado que

se trata de un tumor no inmunogenico. Por otro lado se ha demostrado en

nuestro laboratorio que este tumor genera una resistencia concomitante muy

intensa (ll8). Estudios realizados en el Weizman Institute de .lerusalen (Israel)

por el Dr. Naor. han establecido que las celulas del tumor LB tienen las

siguientes caracteristicas: el 95°o es Thy l+2+. Lyt 2°. L3T4--'. CD25‘. gp7()-.

H-2D-. H-2K--.-. l-E -.

Como controles de especificidad de RC se utilizo el tumor C7lllzadeno­

carcinoma mamario altamente metastasico inducido en ratones BALBc por

acetato de medroxiprogesterona. No presenta inmunogenicidad detectahle _\'no

ejerce resistencia concomitante t l ¡8). Su DT 50 es de ¡000 celulas.



Determinación del volumen tumoral:

El volumen tumoral se calculó de acuerdo con Ia fórmula descripta por

Attia y Weiss ( l-l-l) con determinaciones realizadas con calibre:

volumen: 0.-l (abz)

siendo a y b los diámetros mayor y menor respectivamente.

Ensayo de Resistencia Concomitante:

Se realizo un implante tumoral subcutaneo (sc) en el flanco derecho de

ratones BALB/c. A diferentes tiempos, se realizó un segundo implante sc con

celulas del mismo tumor (desafio secundario) en el flanco izquierdo.

contralateral al tumor primario en desarrollo. El grupo control sólo recibio el

inoculo tumoral "secundario" en el flanco izquierdo. Se determinó la toma

tumoral y cinética de crecimiento del implante secundario en función del

volumen del tumor primario.

Ensayo de ncovascularización:

Varias suspensiones de celulas inductoras de x'ascularizacion

tinacrol'agos. linfocitos. l'ibroblastos) fueron sc inoculadas en el l‘lanco

izquierdo de a) ratones portadores de un tumor primario o b) ratones normales.

Cinco dias despues. los ratones fueron sacrificados _vse separó cuidadosamente

la piel de la zona inoculada con las celulas inductoras de \'ascularizaci0n

tl'lanco izquierdo». La piel asi obtenida fue puesta bajo una lupa de diseccion

lmagnificacit'm le).

Las celulas inductoras de mscularización se obtuvieron de la siguiente l‘orma:

ll N‘lacrotagos de exudado peritoneal (MEP): Ratones BALB c normales

fueron injectados intraperitonealmente con l ml de tioglicolato al 300 ¡Difco

Laboratories. Detroit. Ml). Al cuarto dia se procedió al laxado del peritoneo con

ll) ml raton de RPNll l()-l() lirio ((iilwco. Grand lsland. NY). Las celulas



peritoneales fueron lavadas dos veces _vresuspendidas en medio. La viabilidad

celular fue rutinariamente mayor del 95%, medida por exclusión del colorante

azul tripan.

lil Lint'ocitos semi-alogeneicos de bazo (LSA): Los bazos de ratones

híbridos Fl (BALBCXAKR) fueron presionados a traves de una malla metalica.

La viabilidad de la suspensión celular fue determinada por el metodo de

exclusión con el colorante azul tripan.

iii) Fibroblastos embrionarios murinos (FE): se utilizaron embriones

BALB,c de 14 dias. Luego de separar la cabeza y el higado, el embrión fue

seccionado en piezas pequeñas y tratado con tripsina 0.25% por 15 minutos en

agitación a 37"C. Luego se procedió a inactivar la tripsina en RPMI con 20% de

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

Cuantificación dela proliferación vascular:

Con el propósito de cuantificar los vasos que se forman por la inoculación

de MEP, LSA y FE usamos una adaptación de un metodo ya descripto por otros

autores (¡45). Brevemente, se coloca la piel correspondiente a la zona donde se

han inoculado las celulas inductoras de vasoprolil‘eración bajo la lupa de

disección. luego se toma una fotografia de un area de I cm: de piel. Las

fotografias son proyectadas y se cuenta el número de vasos que convergen hacia

la zona del implante. Es importante señalar que este metodo no permite

cuantificar la reacción de neovascularización total, ya que existen gran cantidad

de mlCl'0\ilSOS que no se detectan por este metodo. Por este motivo cortes

histológicos de las mismas muestras fueron estudiados por tecnicas de

inmunohistoquimica utilizando anticuerpos anti-factor von Willebrand (anti

l'actor \'lll) para detectar celulas endoteliales.



Estudio de la microvascularización:

Los tejidos embebidos en parafina fueron fijados en formalina _\' luego

desparafinados con xileno. Luego de la hidratación a traves de un gradiente

decreciente de etanol. agua destilada y PBS, los cortes fueron incubados con una

dilución I:l00 de anticuerpo policlonal contra antígenos relacionados al facror

Vlll (Bio Genex. CA), durante 2 horas a temperatura ambiente. Anticuerpos

anti-conejo biotinilados fueron usados para revelar el primer anticuerpo (Bio

Genex).

La tinción inmunohistoquimica se llevó a cabo por incubación con un complejo

estreptovidina fosfato conjugado alcalino 1:15 (Bio Genex), y revelado con el

sustrato de fucsina (Bio Genex‘).

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

de anticuerpos especificos contra el factor VIII.

Medio de cultivo:

Se utilizó RPMl l640 (Gibco,New York)suplementado con l°b de

antibiótico (estreptomieina. penicilina y anl‘otericina).

Células en cultivo:

Celulas Tumorales:

il LB: Las celulas se extrajeron de un tumor LB i.p. que crece en forma

ascitica. El procedimiento que se sigue es el siguiente: se lava el peritoneo con

RPMl. se centrífuga a baja velocidad para precipitar las celulas que luego se

resuspenden en RPM]. Las celulas LB asi obtenidas se siembran en placas de ¿o

pocillos a una concentración de l a 2xl0‘l celulas por mililitro. durante 18-14

horas en estufa gaseada a 37 “C.

lll C7Hl; A partir de un tumor C7Hl creciendo subcutaneamente eri

ratones BALBvc. sc obtienen pequeños fragmentos. Estos son sometidos a

digestion enzimática (se emplean colagenasa 0.025 g; tripsina 0.025 g fx

albúmina 0.05 g por cada ll) ml de PBS) en agitación a 37 "C por 20 minutes



Mediante decantación en tubos Falcon por 20 minutos. se va separando el

sobrenadante rico en t‘ibroblastos (celulas normales del estroma tumoral) del

pellet enriquecido en celulas epiteliales. Estas se siembran luego en placas

utilizandose como medio de cultivo RPMl sin rojo fenol adicionado con

bicarbonato. hepes. 2-mercaptoetanol y l0°'ó de SBF.

Células Normales:

i) Linl‘ocitos murinos: linfocitos provenientes de ganglios linfáticos de

animales BALB.c normales fueron sembrados en concentraciones de 4x10j y

2x105 celulas;ml, en placas de 96 pocillos (NUNC , Dinamarca) y estimuladas

con Concanavalina A (Con A) en dosis de 0.25; l y 2 mgrml durante 48 horas.

ii) Fibroblastos embrionarios murinos (FE): embriones BALBICde l-l dias

fueron obtenidos de hembras preñadas. Luego de separar la cabeza y el hígado,

el embrión fue seccionado en piezas pequeñas y tratado con tripsina 0.25% por

¡5 minutos en agitación a 37"C. Luego se procedió a inactivar la tripsina en

RPMI con 20% de suero fetal bovino. Las celulas se utilizaron en el segundo o

tercer repique y se sembraron en placas de 96 pocillos en una concentración de

lxlO‘. celulas/ml.

iii) Celulas endoteliales (CE): Celulas endoteliales normales de vasos

provenientes de cordón umbilical humano (HUVEC) obtenidas de la American

Tissue Culture Corporation fueron cultivadas en RPM! adicionado con 30% de

suero fetal bovino y 5 ng ml de bFGF. Las CE se sembraron en microplacas de

06 pocillos en una concentración de lxlO" celulasml.

'l‘ratamientós con drogas anti-inflamatorias in vivo:

Ratones BALBc portadores de tumor LB de l: dias (3000 mm: de

\olumen tumoral aproximadamente) y normales l'ueron inoculados durante tres

dias consecutivos con 0.5 mg Kg (0.2 ml intraperitoneal) de lndometacina

¡lndOL < mglx'g (0.2 ml intraperitoneal) de acido nor-dihidro-guayaretico



(NDGA). 5 mgKg (0.2 ml intraperitoneal) de fenidona (Fen). lndo mas NDGA

(0.4 mI intraperitoneal), 0.024 mg/ratón de clorpromazina o l mgKg de

prometazina. 24 _\'48 horas despues de la última inoculación los ratones fueron

sangrados. Los sueros obtenidos fueron ensayados sobre la proliferación de

celulas 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 esteril. Se

dejó coagular la sangre a temperatura ambiente durante 40 minutos.

procediendose luego a dos centrifugaciones de 1500 y 2000 rpm. El suero asi

obtenido se guardó a una temperatura de -20 0C hasta su uso. Los sueros fueron

rutinariamente decomplementados previamente a su utilización en ensayos i_n
vitro.

Ensayo de incorporación de timidina tritiada:

La proliferación de celulas tumorales y normales en 0,] ml de medio fue

determinada en placas de 96 pocillos en presencia de 0.] ml de diluciones

seriadas de suero o fracciones de suero de ratones portadores de tumor o de

ratones normales. Inmediatamente se agregó un pulso de timidina tritiada

(timidina-H“) (Dupont. NEM Research Products) en una concentración de

lmCi.ml. Las mezclas se incubaron en estufa gaseada (5% de CO3). a 37 C

durante l8 a 24 hs. Las celulas se cosecharon con un cosechador automatico de

celulas. y la radiactix'idad incorporada se midio en un contador Beta de

centelleo liquido (Beckman.USAl. El porcentaje de inhibición se calculó de la

siguiente manera:

“'binhibicion= l - .\' cpm experimental)x 100X cpm control



En el caso de las celulas tumorales LB que crecen en suspensión. estas fueron

agregadas (I a SXIOS celulas por pocillo) simultaneamente con el suero _\' la

timidina-l-l“. En el caso de otras celulas tumorales (C7lll) o normales

ll'ibroblastos embrionarios. celulas endoteliales) que crecen adheridas a un

soporte sólido, las celulas fueron sembradas en las placas -l a 24 horas antes de

adicionar el suero a testear y la timidina-HF. En el caso de los linfocitos

normales, estos fueron estimulados por 48 horas con Concanavalna A (Con

A)antes de agregar el suero a testear y la timidina-H".

l'nidades inhibitorias 50 por mililitro (l'lSO/ml):

Se define a las unidades inhibitorias 50 (UlSO) como la inversa de la

dilución del suero que produce un 50 °/ode inhibición de la incorporación de

timidina-H" observada cultivando las mismas celulas en RPMl. Por ejemplo. si

0.] ml de suero en la dilucion l. l6 produjera 50% de inhibición entonces habria

ló UISO en O.l ml de suero. es decir 160 UISO por ml

Adhesivitlzul y fagocitosis dc células adherentes peritoneales murinas.

Se sembraron SXIO5 celulas provenientes del peritoneo de animales

BALBc normales en pocillos de OA ml de fondo plano. A la hora se agregaron

particulas de latex y se incubaron por otra hora.

Luego se lax'aron para sacar las celulas que no se adhirieron y se fijaron las

celulas adheridas con t'ormol al lO "o. A continuacion se coloreo con azul de

toluidina. Se contaron las celulas adheridas en IO campos por pocillo. las

detrminaciones se realizaron por duplicado. La l‘agocitosis se conto como el

numero de particulas l‘agocitadas por celula. independientemente del numero de

celulas adheridas. La inhibición dela adhesividad _\=de la l'agocitosis se expresa

en Uladhíl) ml _\'Ull'agíll ml respectivamente.



Adhesividad de polimorfonucleares humanos (PHN) a placas (le plástico.

PMN prm'enientes de sangre periférica fueron aislados de muestras de

sangre humana tratada con heparina por centrifugacion en Ficoll-l-lypaque (l-ló)

_\'sedimentados en dextran. Los eritrocitos contaminantes fueron removidos por

lisis hipotónica. Luego de lavadas, las celulas fueron resuspendidas en RPMI.

suplementado con 50 mg,m| de gentamicina (TCM), hasta una concentracion

final de 2xl0° PMle. Alicuotas de 0.lml de esa suspension. conteniendo de

95-98% de neutról‘ilos. fueron sembradas en placas de 96 pocillos. Luego se

agregó CrSl y las placas se incubaron en una estufa gaseada por 5 horas a 37”C

con un 5% de CO; y 95% de humedad. Se procedió a retirar el sobrenadante. Las

celulas adherentes fueron lisadas con HCl 3 N y cosechadas con un cosechador

automatico. La radiactividad fue medida en un contador gamma (Beckman). La

cantidad de CrSl en las células adheridas se consideró una medida de la

adhesividad de los PMN.

.\gregación (le plaquetas humanas.

lil plasma rico en plaquetas fue obtenido de sangre humana por

centril‘ugacion a ISO g por I() min. El numero de celulas fue ajustado a 5xl0"

ml" por adicion de plasma pobre en plaquetas obtenidas por centrifugacion

(3000 g por 30 min.) de la muestra remanente de sangre. La agregación

plaquetaria fue inducida con sal de araquidónico sódico 0.8 mM _\' medida en un

Payton aggrcgometer (Chrono-Log 0 a 9.000 r.p.m. y 37"C) según biliogral‘ia

il-l7l.



Purificación y caracterización (le la actividad inhibitoria hallada en suero

(le ratones portadores (le LB

Diálisis del suero:

Un volumen de 5 ml de suero de ratones normales o de portadores de

tumor se dializo rutinariamente a trates de membranas con punto de corte en

l3.500 D (Fisher), contra un volumen de 50 ml de agua destilada y desionizada

(milli-Q). La dialisis se realizo con agitación magnética durante 48 hs a una

temperatura de 4" C. Diálisis de suero contra volúmenes menores fueron

realizados tambien en determinadas ocasiones.

Liol'ilización:

La fracción dializable fue liot‘ilizada (-50"C y lO micrones de atmósferas

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

Cromatografía en columna:

Se utilizaron columnas de Sephadex G-25 fine y G-IS.

i) Sephadex G-25 :

Posee un rango de fraccionamiento para moleculas de ¡.000 a 5.000 D. La altura

fue de 84 cm X 0.7 cm de diametro. con un flujo constante de agua milli-Q de

0.56 ml cada 74 seg. El volumen de la siembra es el ¡.5 oo respecto del

xolumen de la columna. lo cual nos permite usarla en forma analítica.

Los marcadores de peso molecular conocido utilizados fueron :

Nombre PM (en Daltons)

Blue dextran 2.000.000
cadenaadela lnsulina 2.5.4.6
cadena ISde la lnsulina 3495.9
ATP 507.1
ADP 427.3

ii) Sephadex (3-15 :
lil rango de fraccionamiento es l) a ¡.500 D.



Se utilizaron columnas de 66 cm de altura. con un diametro de 0.7 cm. El

flujo de agua milli-Q se mantuxo constante a 0.56 ml cada 7-l seg. El volumen

de siembra respecto del volumen de la columna es del 2.5 "b, loque nos permite

interpretar los resultados en forma analítica.

Se utilizaron las siguientes moleculas como marcadores:

Nombre PM ¡en Daltons).

Blue dextran 2.000.000

Pestatina A 685,9

ATP 507,l

ADP 427,2

Digestión enzimática:

La fracción dializable (<l2.500 D) obtenida a partir del SLB fue

liol'ilizada y rcsuspendida en el volumen original. Se incubaron 0.6 ml de la

muestra con 0,6 ml de las suspensiones enzimáticas (pronasa, carboxipeptidasa

A. tripsina. lipasa. a-glucosidasa, B-glucosidasa. RNAsa. DNAsa) en distintas

dosis. Las mezclas se incubaron durante lh. a 37" C. y la reaccion se detuvo por

calentamiento a lOO" C por 5 minutos. de acuerdo con Schifl‘man (l-lS) y el

"Worthington Enzyme Manual" (¡49). Se usaron como controles fracciones

calentadas. incubadas con enzima inactivada por calor. Resultados previos

habian mostrado que el calentamiento a ¡00"C no disminuia la actividad

tnhibitoria del suero.

(‘olumna de intercambio aniónico:

Se utilizaron columnas Dl€.-\lí A-Zí de 25 cm de altura y 2 cm de diametro

preparadas en buffer fosfato 0.03 M. El flujo se fijo en 3.8 mlminuto. Se \ario

Ia fuerza iónica utilizando el mismo buffer con una concentraciOn creciente de

NaCl hasta obtener ()_l M _\' 0.2 M de concentracidn l‘inal. Se recogieron

fracciones de 3 ml de cada concentraCion salina hasta completar ll) \eces el



\‘olumen de la columna. Las fracciones asi obtenidas fueron probadas en un

ensayo de incorporacion de timidina-H".

Cromatografía en ca )¡l deloatla (TLC):e E!

gel tipo GF (Sigma) de 0.30 mm de espesor.Se prepararon placas de silica V

Fracciones recogidas de la columna Sephadex G-IS que mostraron un alto titulo

de inhibición de la incorporación de timidina-H': fueron liofilizados y luego

resuspendidos en una minima cantidad del solvente de desarrollo. Se sembraron

0.004 ml de suspensiones (l mgxml) de marcadores.

El sistema de solventes utilizado fue N-butanol-acido acético glacial-agua

(|013zl, v.v,'v) (lSO). Despues del secado, se procedió a revelar las placas con

ninhidrina O,l% en butanol.

Como marcadores de PM se utilizaron:

Nombre PM gen Daltons)

Cadena a de lnsulina 27.531,6

Cadena Bde lnsulina 34919

Pepstatina A 685.9

Tambien l'ueron sembrados marcadores de diferente naturaleza quimica:

Nombre PM gen Daltonsl

'l'irosina l81,l9

Alanina 89,09

Putrescina 88,15

Espermidina ¡45.24

.-\minoguanidina 74.09

Cromatografía líquida (HPLC):

Con las fracciones obtenidas con columnas de Sephadex (Lx-IS que

demostraron poseer actixidad inhibitoria de la prolil‘erciOn in \itro de celulas

LB. se prepararon muestras Iiot'ilizadas que l'ueron sembradas en columnas



Sphervi-S Clx de 220 x 2.1 mm. utilizándose un Cromatógrafo Liquido modelo

l-lO de Applied Bios_vstems con detector de Diodo Array. Los solventes fueron

.-\: trifluoracetico (TFA) 0.l°o _vB: acetonitrilo (ACN) 80% en TFA 0.08%. Se

realizó la corrida en un gradiente de IO min a 0"o de B. _vluego hasta 6000 en 60

min. El volumen sembrado fue de 20 a 30ml. Para ensayar la actividad de las

fracciones sobre las celulas LB se eliminó previamente el solvente de elucion

«el AcN es tóxico para las celulas). El Diodo Arra_v permite determinar el

espectro de la zona del ultra violeta (u.v.) de cada pico obtenido en la

cromatografía.

Análisis de aminoácidos:

El único pico de actividad inhibidora de la proliferación in vitro de las

celulas LB que se obtuvo mediante el uso del HPLC fue dividido en dos partes.

una de ellas se sembró en un Analizador de Aminoácidos, modelo 420 de

Applied Biosystems con hidrolizador, perteneciente al LANAlS-PRO.

Laboratorio Nacional de Investigación y Servicios en Peptidos y Proteinas

(UBA-CONICET).

Metodológicamente se llevo a cabo una derivatizaeión con PlTC (union

del grupo amino terminal con feniI-iso-tiocianato) y separación de los PTC-AA

ifentI-tiocarbamil-aminoacido) por cromatografía liquida de fase reversa. La

identificacion de los AAs se hace por su tiempo de retención en la corrida

cromatografica.

Tambien se llevaron a cabo hidrólisis parciales. para lo cual se calienta la

muestra a IIU”C por sólo l hora. La degradación parcial permite separar los

aminoaCIdos constituyentes pero mantener las modificaciones que estos puedan

lCflCl‘.



Secuenciación (le Aminoácidos:

Se utilizó un secuenciadór automatico modelo 4775\ de Applied

Biósystems cón un gradiente Premix. El metodo utilizado l'ue el de degradación

de Edman. Brex'ementc. se inyectó un volumen de lOml de la muestra y en cada

ciclo de degradación se midió el tiempo de retención en corrida cromatografica

a intervalos de l segundo. Se grafica absorbancia a 269 nm (longitud de onda

donde absorbe la t'enil-tiohidantoina (PTH) unida al amino terminal) en función

del tiempo de retencion.

Espectrometría de masa:

Los espectros de masa fueron realizados por el metodo MALDI (Matrix­

Assisted Laser Desorptionilonization) usando una matriz de acido a-ciano-4­

hidroxicinamico. se utilizó un espectrómetro de masa Vestec modelo VT 2000.

La desorción e ionización de las muestras se llevó a cabo en un Lumonics

modelo HY 400 NszAG. El ancho del pulso del laser fue de lO ns y el rate de

ll) Hz. Los iones fueron acelerados a 30 keV en la fuente y detectados en una

malla multiplicadora de electrones a la salida del tubo (bccton-Dickinson

modelo MMl-ISG).

Como marcadores de PM se utilizaron:

Nombre PM (en Daltóns)

lnsulina 5734

Hormona inductora

de la secreción de la hormona Iuteinizantc l ISS



RES l' LTA DOS

l. RESISTENCIA ('ONCONIITANTE (RC) lN'Dl'ClD.-\ POR EL Tl'.\lOR LB.

Para confirmar y extender datos previos de nuestro laboratorio relativos al

crecimiento del tumor LB y a la RC generada por él. doscientos cinco ratones

BALB c (n= 205) recibieron un implante sc de 1x10“ celulas LB en el flanco

derecho. De estos. cincuenta ratones se emplearon para estudiar la cinetica de

crecimiento de este tumor (Fig.l). Los restantes ¡55 ratones recibieron, a

distintos tiempos del inoculo primario. un implante secundario con distintas

dosis de celulas LB en el flanco izquierdo. Los controles (.n=128) sólo

recibieron el implante de celulas LB en el flanco izquierdo. Como puede

apreciarse en la Tabla l, la inhibición de la toma tumoral de un implante

secundario se hace progresivamente más intensa cuanto mayor es el tamaño del

tumor primario. En efecto, cuando el inóculo secundario se hace

simultaneamen-te con el inóculo primario, solo un implante de lxlO" células LB

es inhibido pero uno de lxlOi o lxlO“ celulas LB no lo es. Cuando el inóculo

secundario se hace al dia ó despues del inóculo primario. un implante de lxlOS

celulas LB es inhibido mientras que no lo es uno de lxlOf’. Por ultimo cuando el

inóculo secundario se hace al dia 9-] l. aún un implante de lxlO" celulas LB es

inhibido. Esto significa que Ia intensidad de la RC es proporcional al xolumen

del tumor primario que lo genera.

Resultados similares fueron observados en ratones nude. genéticamente

attmicos. indicando que Ia RC generada por el tumor LB es independiente del

timo. Si tenemos en cuenta ademas datos previos de nuestro laboratorio l 138) en

donde se demuestra que el tumor LB no es inmunogenico _\' no genera una

respuesta inmune mediada por celulas ni por anticuerpos. podemos suponer que

el mecanismo de RC inducido por el tumor LB no seria atribuible a mecanismos

inmunologicos convencionales.



Figura l: Cinétíca (le crecimiento del tumor LB cn ratones BALB/c.

—AA.,-\!\ ulluqu

3000­

Vdumen(mma) 2000"

1000­ /

Se zmficnn los volumenes tumorales (cn num“)obtenidm cn función de los días (lo desmTolIo del implume.
Bn‘x'cmcnlc. SÍ)mmm-s BALB/c rccibicmn un nl'unvrr)constante de células lumonllcs LB (l\l()")
subculunculm‘ntc inoculudus en cl flanco derecho.

El xolumcn uunurul fue dclcnninzldu como sc describe en materiales y métodos.



Tabla I: Inhibición del crecimiento del un implante tumoral secundario como

medida dela resistencia concomitante generada por el tumor LB en ratones
BALB/c.

Día de“ Incidencia de Tumor Secundario"

crecimiento util
tumor N”células LB desafiadas

primario 1x104 1x10“ 1x106

0 2/19" 12/12 ns 18/18 ns

Control 18/18 12/12 12/12

3 0/l2" 5/5 ns 7/7 ns

Control 12/12 4/4 9/9

6 0/48 n l7/22 ns

Control 30/30 19/19

9 0/6 '

Control 6/6

11 0/6 '

Control 6/6

a.Ratones BALB/c fueron suhcutaneamente inoculados en el flanco derecho con 1x10"
celulas LB el dia 0 (tumor primario).
b. A distintos tiempos del inóculo primario se realizaron implantes secundarios con
distintas dosis de celulas LB en el flanco izquierdo (tumor secundario). La incidencia del
tumor secundario fue registrada como el cociente entre el número de ratones donde
creció el implante secundario (t) _\'el número de ratones inoculados (n).
Se utilizó el test Chi-cuadrado para determinar "el grado de significación de los
resultados.
*p<0.005: Hp<0.()00|, ns= no presenta diferencias significativas respecto de los
controles.



2. EFECTO DE LA RESISTENCIA CONCOMITANTE lNDl'ClDA POR EL

Tl'HOR LB SOBRE ME'I'.-\ST.-\SIS ESPONTAXEAS.

En el punto anterior vimos el efecto inhibitorio que ejerce un tumor

primario sobre itnplantes secundarios artificiales de tumor. es decir sobre

implantes que habiamos llevado a cabo experimentalmente. En este punto nos

preguntamos si esta inhibición tambien puede ser llevada a cabo sobre implantes

secundarios naturales, es decir sobre metástasis espontáneas ya establecidas.

Como el tumor LB no genera metástasis espontáneamente se determinó el efecto

que tiene la presencia del tumor LB sobre las metástasis inducidas por el tumor

C7Hl. que es altamente metastásico y que no genera RC contra implantes

secundarios del mismo.

El experimento se realizó de la siguiente manera: setenta ratones

recibieron un implante sc de lxl0(‘ celulas C7Hl en el flanco izquierdo y 30 dias

despues cuando el tumor C7Hl habia alcanzado un volumen de 8899:2876 mrnz

(momento en el que según nuestra experiencia previa ya se han implantado

numerosas metástasis de C7Hl en pulmón), se extirpó el tutnor C7Hl sc.

lina semana despues se inocularon lxlO“ celulas de tumor LB. inductor de RC.

La extirpación de C7Hl fue llevada a cabo porque nuestro objetivo fue estudiar

el efecto del tumor LB sobre metástasis ya establecidas; si el tumor C7H

hubiera seguido presente. los datos habrian sido oscurecidos o modificados por

los nuevos focos metastásicos que el tumor C7Hl habria ido generando por

diseminación.

Veinticinco ratones B.-’\LB.c a los que se extirpó el tumor C7Hl pero no

inoculados con celulas LB l'ueron tomados como control positi\o de ¡netastaszs

.-\ los l9 dias de la inoculación del tumor LB, se extrajeron los pulmones _\'se

cuantil‘ico el numero de metástasis (“-300 micrones) _\'micrometástasis 1'»?th

micrones) generadas por C7Hl. Se obserxó que los ratones portadores de tumor

LB tenian IS veces menos metastasis _\'3 reces menos micromctastasis de C'E-IZ



en pulmón que los ratones controles a los que no se les habia inoculado tumor

LB (Tabla ll. p-i0.()0| y p-="0.05respectivamente).

Para saber si dicho efecto era reversible se procedió a la extirpación del

tumor LB a los nue\'e dias de inoculado. Luego de lO días se obsenó una

reversión del efecto inhibitorio (Tabla ll). Para descartar el efecto quirúrgico se

llevó a cabo la sham operación del tumor LB, el cual siguió ejerciendo su efecto

inhbitorio sobre las ¡metástasis pulmonares de C7Hl.

Los resultados obtenidos sugieren que: a) la RC inducida por el tumor LB

es capaz de inhibir implantes secundarios naturales. es decir, metástasis

espontáneas; b) la RC puede actuar en forma no-específica inhibiendo implantes

de otros tumores incluso de aquellos, como el C7Hl que no generan RC contra si

mismos.

3. MECANISMO DE LA RESISTENCIA CONCOMITAN’TE

La RC puede ejercerse a través de un mecanismo directo de inhibición

sobre las propias celulas tumorales. a traves de un mecanismo indirecto de

inhibición dela neovascularización tumoral ó a traves de ambos.

3.l. Mecanismo directo: Para e\aluar si la RC podia actuar directamente sobre

las celulas tumorales se realizaron dos tipos de experimentos; en el primero se

midió la RC contra celulas tumorales ya vascularizadas _\'en acti\o crecrmiento;

en el segundo sc midio la RC contra implantes que no se vascularizan para

crecer. En ambos casos se supone que -deslindando un efecto indirecto sobre la

neox'ascularización tumoral- toda inhibición del crecimiento tumoral podria

atribuirse a una acción directa dirigida sobre las propias celulas tumorales.

3.l.l. Resistencia concomitante contra celulas tumorales vascularizadas v en

¿tclho crecimiento l'l'abla lll):



Tabla ll: Efecto del crecimiento del tumor LB sobre el desarrollo de
metástasis de tumor C7Hl

N° dc metástasis C7111

X [rango]

ratones BALB/c“ >300 mmJ <300 mm"

Es-C7Hl 65.1 [10-136] (25)” 1.8 [1-5] (40)‘

Ex-C7HI. 4.9 [0-38] (28)"' 0.7 [0-2] (40)'

portadores LB

Ex-C7Hl, 27.2 [19-41] (12)“ 1.4 [1-4] (40)"

ex-portadores
tumor LB

Ex-C7H1. 5.2 |0-15] (8)'" 0.4 [0-4] (40)"

portadores LB

sham-operados

a- Ex-C7Hl: ratones a los que se extirpo el tumor C7Hl.
Es-C7Hl portadores de LB: ratones ex-C7Hl portadores de tumor LB durante 1‘)días.
Es-C7Hl. ex-portadores de LB: ratones ex-C7Hl portadores de LB a los que se extirpó

el tumor LB a los 9 días de crecimiento.
Ex-C7Hl portadores de LB sham operados: ratones ex-C7Hl portadores de LB a los

que se simula una operación de extirpación de LB alos 9 días de crecimiento.
b- Número de ratones analizados. -­
c- Número de campos analilzados.
Se utilizó el test Kruskal-Wallis y luego el test de comparación múltiple de Dunn para
determinar el grado dc significación de los resultados.
" p<0.05: **p<0.005; ***p<0.001: ns= no presenta diferencias significativas respecto del
valor obtenido para los ex-C7Hl.



Para determinar si la RC podia inhibir no sólo implantes secundarios sino

tambien celulas tumorales vascularizadas y en activo crecimiento. 24 ratones

BALB c recibieron simultaneamente dos implantes sc de lxlO" celulas LB: uno

en el flanco derecho _\'el otro en el flanco izquierdo. Seis dias mas tarde. el

tumor incipiente en el flanco izquierdo fue parcialmente extirpado en IS

ratones. dejando una masa correspondiente a 2x105 (n=6); 1x10" (n=ó) y 2x10;

in=ó) celulas LB. Tres dias despues. es decir, al dia 9 del inóculo primario. el

tumor en el flanco izquierdo fue parcialmente extirpado en los seis ratones

restantes. dejando una masa correspondiente a l.\'lOJ celulas LB. El numero de

celulas LB remanentes en el flanco izquierdo después de la extirpación parcial

fue calculada en 12 ratones que fueron operados de idéntica forma y

sacrificados para contar las celulas tumorales remanentes. El crecimiento de las

celulas 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 lll, mostraron que cuando el tumor primario

era de 6 dias. 2x105 y lxlOJ celulas LB vascularizadas crecian en el |00°’odelos

ratones igual que en los controles. aunque el crecimiento de lxlOJ celulas LB

fue un poco mas lento; por otro lado. cuando el numero de celulas remanentes

xascularizadas fue 2x10= sólo ¡,6 ratones mostraron crecimiento lp'ïOUÏl

tumoral mientras que en 56 controles el tumor crecio. Cuando el tumor

primario era de 9 dias. aún lxlO‘l celulas LB vascularizadas fueron inhibidas en

su crecimiento. El periodo de observacion entre la operación y la muerte de los

ratones l'ue de ll-l-l dias respectivamente. Es interesante notar que lelïl.

l\|()l _\'2.\'l()1 celulas LB vascularizadas dieron lugar a un tumor palpable en el

t'lanco izquierdo de los ratones no portadores de tumor primario en sólo 2. 3} -'­

dias respectixamente. Esta es una latencia muy corta comparada con 2a

requerida para que implantes (no vascularizadosl de lxlOS. lxlO'l y lsll)z se

hagan palpables (7. l-l _\'l8 dias respectivamente).



Tabla lll: Efecto de la presencia de un tumor primario sobre implantes
secundarios vascularizados.

Incidencia Tumor Secundarioh

Dias de (t/n)

Crecimiento N° (le Células Creciendo sc

Tumor Primario“ 2x10s 1x104 2x10J

6 6/6 ns 6/6 ns l/6 '

Control 6/6 6/6 5/6

9 2/6 '

Control 6/6

a- Ratones BALB/c recibieron simultáneamente (día 0) dos implantes sc de lxlO‘ células
LB: uno en el flanco derecho y el otro en cl flanco izquierdo.
b- Seis ó nueve días más tarde. el tumor en el flanco izquierdo fue parcialmente
extirpado. dejando una masa correspondiente a 2xl05; 1x10J ó 2xl0J ce'lulas LB. El
crecimiento delas células LB dejadas en el flanco izquierdo fue comparado con controles
no portadores del tumor primario en flanco derecho. La incidencia del tumor en el flanco
izquierdo fue registrada como t/n donde t es el número de ratones con tumor y n el
número de ratones ¡noculados.
Se utilizó el test Chi-cuadrado para determinar el grado de significación de los
resultados.
*p<0.05. ns= no presenta diferencias significativas respecto del control



3.1.2. Resistencia concomitante contra implantes intraperitoneales de celulas

tumorales (Tabla IV):

Para determinar si la RC podia inhibir implantes secundarios que no necesitan

xascularizarse para crecer. se hizo el siguiente experimento: 24 ratones BALB c

fueron inoculados por via sc con lxlO'r' celulas LB en el flanco derecho. Siete ó

diez dias despues, grupos de ó ratones recibieron un implante i.p. de 5xl0" o

2xl0'I celulas LB. Los controles fueron l2 ratones inoculados i.p. de la misma

forma pero no portadores de tumor LB sc. Las celulas LB inoculadas i.p. no

necesitan de la vascularización para crecer ya que lo hacen en forma ascitica en

la cavidad peritoneal. Precisamente, la presencia de ascitis permite determinar

si el inóculo i.p. ha crecido ó no. Los resultados consignados en Tabla IV

mostraron que cuando el tumor primario era de siete días el implante i.p. de

5xl04 células LB creció igual que en los controles, mientras el implante de

2x10i 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 proliferación de

celulas LB vascularizadas como el desarrollo de implantes de LB que no

necesitan vascularizarse para crecer. Esto sugiere que. deslindado el efecto

indirectoesobre la neóvascularización tumoral. la inhibición generada port RC en

estos experimentos. seria dirigida contra las propias celulas LB.

3.2. Mecanismo indirecto

En el punto anterior hemos visto que la RC puede ejercer su accion

inhibitoria a traves de un efecto directo sobre las celulas tumorales. A

continuación estudiaremos si la RC puede ejercerse tambien a traves de un

efecto indirecto. a saber. a traxes de la inhibición de Ia nemascularizacion.



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

secundarios intraperitoneales.

Incidencia Tumor Secundarioh

Días de gt/nl

Crecimiento N° de Células Creciendo ip

Tumor Primario“ lell‘ 2x10"

7 6/6 ns 0/6 n

Control 6/6 6/6

10 2/6 . 0/6 n

Control 6/6 6/6

a- Ratoncs BALB/c fueron inoculados por vía sc con “¡0° células LB en el flanco

derecho.

b- Siete o diez días despues del inóculo primario los ratones recibieron un implante

secundario i.p. de SxIl)‘ ó 2x10J células LB. Los controles fueron ratones inoculados i.p.

de la misma forma pero no portadores de tumor LB sc. La incidencia del tumor

secundario fue registrada como t/n. donde t es el número de ratones con tumor ip y n es

el número de ratones inoculados.

Se utilizó el test Chi-cuadrado para determinar el grado de significación 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 sólido. Para contestar esta

pregunta hemos realizado los siguientes experimentos:

3.2.]. Efecto del crecimiento del tumor LB sobre la neovascularización inducida

por MEP. LSA Y FE (Tabla V).

Los macrófagos singcneicos peritoneales estimulados con tioglicolato

(MEP), linfocitos semi-alogencicos (LSA) y fibroblastos 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, se observó una inhibición de la

neovascularización.

La intensidad de esta inhibición fue proporcional al volumen del tumor

primario. En efecto, cuando el tumor LB era relativamente pequeño (lOO-300

mm“) fue posible observar una disminución significativa en el recuento de vasos

por area respecto de los valores observados en ratones normales, sólo cuando las

concentraciones de MEP y FE fueron bajas (2-5xl0(' en O.l ml). En cambio.

cuando el tumor LB era mayor (IOOO-ZOOOmm‘) todas las concentraciones

ensayadas de MEP. FE _\'LSA indujeron un numero significativamente menor de

vasos que el control (Tabla V)

3.2.2. Efecto del crecimiento del tumor C7Hl (no inductor de RC) sobre la

neovascularización inducida por MEP. LS.—\Y FE.

Asi como se ha descripto que el tumor LB es un fuerte inductor de

resistencia concomitante. un ejemplo de la ausencia total de dicha capacidad es

el tumor C7Hl. Este tumor altamente metastasico fue desafiado en condiciones

similares a las empleadas para el tumor LB. Los resultados resumidos en la

'l'abla Vl no muestran diferencia significativa respecto de la neoxascularización

inducida por MEP. LSA _\' I’l-Ïen ninguna de las concentraciones estudiadas.



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

normales y portadores de tumor LB.

Angioge’nesis Número de vasos por cm2 (X+ES)

lnducida por“ Normal Portador de Tumor LB (mm’)h

¡oo-son 1000-2000

RPMI 0.6105 (17)‘ 03:04 (18) 0.351,1 (18)

MEP 2x10"d 12.4¿2.7 (12) 5.5:“) (15)' 2.3i“, (l8)"'

511106 31.55.11 (14) 17.1:1.3 (15)" 5.6:].8 (15)“

10x10" 39.55.11 (16) 27.9:42 (16)“ 17.1:21, (18)"'

10x106G' 1.2:0.6 (7) 1.o¿o.2 (9)“ 0,951.4 (8)“

LSA 2xlll° 3.9:“) (15) 2.1:0.7 (15)“ 05:11"; (16)"

5xlll° ¡1.55.2 (13) 12.1:2.3 (18)“ 2.1i“, (12)"'

10x10" 23.313." (15) 11112.1 (17)“ 10.0:24 (14)"

10x10"G o.9:o.3 (8) 0,751.5 (9)“ o.3:o.3 (6)“

FE 2x10" 7.7:“) (111) 0.9:03 (17)"' 0.7:0.1 (18)'"

5x10“ 13.3:24 (17) 1751.7 (|8)'" 1.2:".6 (l6)"'

10x10" 23.2:2» (¡6) 17.2125 (l8)"' 11.1:1.8 (16)"

110110"c o.s+o.4 (a) 0.3+o.2 (9)“ 0.5+o.4 (6)“

a- Macrófagos de exudado peritoneales (MEP), linfocitos semi-alogeneicos (LSA) y
fibroblastos embrionarios (FE) fueron inoculados en el flanco eontralateral al sitio de
crecimiento de un tumor LB (tumor primario) cinco días antes de finalizari'el
experimento.
b- Ratones BALB/c fueron inoculados con lxlO6 células LB en el flanco derecho. El
volumen tumoral en mm" fue determinado el dia de la finalización del experimento.
c- Número de ratones analizados.
d- Número de células inductoras de angiogónesis inyectadas sc en 0.] ml.
e- Células muertas por glutaraldehído.
* p<0.05; **p<0.l)l; ***p<0.001: ns= no presenta diferencias significativas en
comparación con el control normal.
Se analizaron los datos por ANOVAy el test de comparación múltiple Tukey-Kramer.



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

normales y portadores de tumor C7Hl.

Angiogónesis Número (le vasos por crn2 (X+ES)

lnducida por“ Normal Portador Tumor C7Hl (mm’)h

100-300 ¡000-2000

RPM] l.li0.2 (12)c 1.0:04 (ll) 0.8:0.3 (8)

MEP 5x10“ 27,513.8 (¡0) 35.316.?! (9)“ 29.616,4 (10)“

5x106G' 2.3:“) (6) 2,110.7 (6)“ 11:01) (6)“

LSA 5x106 13.214,0 (11) 17,917.0 (8)“ l9.5i5.6 (8)“

FE 5x10° “Ai-¿.2 (8) lS.8_+_-4.6 (8)“ 9.9:2.9 (7)“

a- Macrófagos dc cxudado peritoneales (MEP). linfocitos semi-alogcneicos (LSA) y
fibrohlastos cmbrionarios (FE) fueron inoculados cn el flanco contralateral al sitio de
crecimiento de un tumor C7Hl cinco dias antes de finalizar el experimento.
h- Ratones BALB/c fueron inoculados con un trozo de tumor C7Hl en el flanco derecho.
El volumen tumoral en mm" fue determinado el dia dela finalización del experimento.
c- Número de ratones analizados.
d- Número de células inductoras de angioge’ncsis inyectadas sc cn 0.1 ml.
e- Células muertas por glutaraldchído.
ns= no presenta diferencias significativas en comparación con el control normal.
Se analizaron los datos por ANOVAy el test de comparación múltiple Tukcy-Kramer.



Tampoco se verifican diferencias respecto de los valores controles a ningun
volumen tumoral.

3.2.3. Reversibilidad del fenómeno de inhibición de la neovascularización en

ratones portadores de tumor LB.

Con el objeto de investigar si el efecto anti-angiogénico ejercido por el

tumor LB era reversible. este fue extirpado cuando tenia un volumen de [000

mm“ y simultaneamente se inocularon leO“ MEP en el flanco contralateral.

Como es posible observar en la Tabla Vll la extirpación revirtió la inhibición de

la neovascularización a valores que no presentan diferencias significativas con

los obtenidos en ratones normales (grupo control). En el grupo en el que se

practicó una operación pero sin extracción 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 fenómeno sea

debida al procedimiento quirúrgico.

3.2.4. Estudio de la microvascularización.

La observación macroscopica del sitio de inoculación de celulas

inductoras de neovascularización muestra un gran número de vasos con

distribución radial en ratones normales (Fig.2—A. izquierda). Resultados

similares se. observaron en portadores de tumor C7Hl. Por el contrario en los

ratones portadores de tumor LB se observa un número menor de vasos cn el sitio

de inoculación (Figz-B. izquierda). Sin embargo. el metodo utilizado no

permite la observación de los vasos mas pequeños (microvascularizaciOni. Con

el objeto de estudiar la microvascularización inducida. se examinaron

histológicamente las areas periféricas al sitio de inoculación de l()xl()" MEP

usando tinción con hematoxilina-eosina _v anticuerpos anti factor von

Willebrand. En los ratones normales se observaron gran ntimero de vasos iFig 3­

.-\_ derecha) contrastando drasticamente con lo observado en los ratones



Tabla Vll: Efecto de la extirpación del tumor LB sobre la neovascularización

inducida por inoculación de MEP.

An'pli‘ülénesis Número de vasos por cm2 (X+ES)

lnducida por" Normal Portador LBh Exportador LB Shzlmoperado

RPMI 2.3:0.6 (5)‘ 1.2:05 (5) l.9i0.5 (5) 03:04 (5)

MEP 5x10“ 26.013,3 (6) 8.7i2.1 (6)' ¡9.35.4 (10)“ 9.9:“) (¡0)'

a- Macról‘agos de exudado peritoneales (MEP) fueron inoculados en el flanco
contralateral al sitio de crecimiento de un tumor LB (tumor primario) cinco días antes
de finalizar el experimento.
h- Ratones BALB/c fueron inoculados con 1x106 células LB en el flanco derecho. Al dia
8. cuando el tumor tenía 1000 mmJ (simultáneamente con la inoculación en el flanco
izquierdo de MEP) a un grupo de ratones se les extirpó el tumor (Ex-portador LB), otro
grupo fue Sham operado y otro quedó con el tumor intacto (Portador LB). El experimento
terminó el dia trece.
c- Número de ratones analizados.
d- Número de MEP injectados sc en 0.1 ml.
"p<0.001; ns= no presenta diferencias significativas en comparación con el control
normal.
Se analizaron los datos por ANOVA y se utilizó el test de comparación múltiple Tukey­
Kramer.



Figura 2: Efecto (lel crecimiento del tumor LB sobre la ncovascularización

inducida por macrófagos provenientes de peritoneo (MEP)

Se inocularon lxlOT MEP en el flanco izquierdo de ratones B.\l.B/c normales (A) y portadores de tumor
LB de 1mm volumen (¡000-2000 nun’) (B). ('inco dias después se ohsena cl desarrollo de neovasos com ergeutcs al
sitio del iuoculo cu los ratones ¡normales (A) _\'escasa respuesta cn los portadores de tumor LB (B).

La linea marca la distancia de | cm. lil examen histológico de la zoua cercana al inóculo de MEP

utilizando tanto tinción con ltcmatmilina-eosiua como anticuerpos auti factor von “'illchrand muestra la «¿ran
densidad de lllÍl‘l'0\':l.\()Sgenerados eu cl ratón normal cu comparación con el ratón ponador del luutor

LB.



portadores de tumor LB en los que el numero de vasos era muy bajo (Fig.2-B.

derecha)

3.2.5. El'eeto de la creación de un lecho vascular previo sobre el crecimiento de

un tumor LB secundario.

Se intestigó si la generación de un lecho vascular previo a la inoculación

de las celulas tumorales podia revertir el fenómeno de RC. Para ello. ratones

portadores de tumor LB en el flanco derecho, recibieron diferentes

concentraciones de MEP, LSA ó FE en el flanco izquierdo 5 días antes de

inocular en el mismo sitio 1x105 células tumorales LB (desafio secundario).

Ratones portadores de LB en el flanco derecho _vdesafiados con lxlO5 celulas

LB sirvieron como controles de RC. Los resultados resumidos enla Tabla Vlll _v

en Fig.3 muestran que la inoculación previa de MEP, LSA ó FE es capaz de

revertir parcialmente la inhibición del crecimiento inducida por el tumor LB

sobre el desafio secundario. sugiriendo que parte de la RC generada por el LB

podria deberse a una inhibición de la neovascularización tumoral. Cuando el

mismo experimento se llevó a cabo con el tumor C7l-ll. que no induce RC‘ no se

observaron diferencias significativas en la incidencia del tumor secundario.

independientemente del xolumen del tumor primario ensayado.

4. CORRELACION ENTRE RESISTENCIA CONCONHTANTE Y

ACTIVIDAD ANTITl'MORAL HALLADA EN EL Sl'ERO DE RATONES

P()RT.\DORES DEL TEMOR LB.

4.1. Resistencia Concomitante contra metástasis experimentales:

En Tabla l se muestra que la RC contra un implante secundario de LB es

proporcional al volumen tumoral. Ahora bien. los sueros de ratones BALB c

portadores de un tumor LB subcutaneo de 300. l()()(). 3000. 5000 y 6000 mm“



Tabla Vlll: Efecto de la pre-inoculación de MEP, LSA y FE sobre la toma

del tumor LB secundario.

Pre

Tratamiento" Incidencia Tumor Secundario (t/n)h

Normal Portador Tumor Primario (mm’)

Tumor LB'l Tumor C7HI

¡00-300 ¡000-2000 100-300 1000-2000

RPMl 34/34 5/35 0/30 30/30 32/32

MEP

2x10“ 12/12 7/24" 2/24" ¡2/12'" 12/12“

5x10“ ¡2/12 14/24' 4/24" 10/10" 10/10'"

¡0.0106 ¡1/¡1 20/24“ 23/36'

lt!xl()°G‘ ¡0/10 1/12" 1/¡2"

LSA

2.0¡0‘S 11/11 2/26" 0/18" 12/12“ 10/10'"

5.0106 ¡2/¡2 7/24" 5/23"

¡01:106 ¡2/¡2 ¡1/23' 9/24"

I0xi0°c 12/12 0/12" 0/12"

FE

2xlll° ¡2/12 2/16" 2/24” 12/12“ l2/l2'"

¡0x10‘ 12/12 6/¡5' 3/|2"

¡0x10‘c 12/12 0/11" 0/12"

a-Macrófagos de exudado peritoneales (MEP), linfocitos semi-alogeneicos (LSA) y
fibroblastos embrionarios (FE) fueron inoculados cn el flanco contralateral al sitio de
crecimiento de un tumor LB o C7HI (tumor primario) cinco dias antes de la inoculación
de un desafio secundario de lxlll“ ce'lulas LB.
b- Ratones BALB/c fueron inoculados con lxlll" ce'lulas LB ó un fragmento dc tumor
C7HI en el flanco derecho. El volumen tumoral fue determminado cl dia de finalilación
del experimento. La incidencia del tumor secundario fue registrada como el cociente t/n
entre los ratones donde creció el implante secundario (t) y el número de ratones
inoculados (n).
c- Número de ce'lulas inductoras de angiogenesis injectadas sc en d- Células muertas por
glutaraldehído.
* p<0.05: **p<0.()01; ns= no presenta diferencias significativas en comparación con el
control normal. Se utilizó el test Chi-cuadrado.



Figura 3: l-Ifeetode la pre-inoculación de células normales del huésped sobre el

crecimiento del tumor LB secundario
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Se grafica" los volumenes tumorales (en mm") obtenidos en un experimento representativo en función de
los dins de desarrollo de los implantes secundarios.

l'n número constante de celulas tumorales LB (lxlOF) fueron inoettludzlsen el llunco izquierdo de ratones
l3.\l.B/c nornmles con (D o sin (e) pretrntzuniento como de portadores de tumor primario LB con t.) o sin

l.) prelrutzunicnto. lil pl't‘ll':ll:llll¡(‘lll()consistió en lu inoculación de lxlll- nmerolïtuos peritonenles (Mlíl’) (.\).
linfocitos semi-uloueneicos (l.S.\) (B) o librol)|;|stos embrionm'ios ((') 5 dins :¡nles del desnlïo secundario

con celulas LB en lu misma ¡.onn. lil wlumen tumoral fue determinado como se describe en ¡linterinles y metodos.



(ver l-‘ig.I) mostraron en un ensayo de incorporación de timidina-H" un titulo de

actividad inhibitoria de la proliferación in vitro de las celulas LB que fue

respectivamente l. 2.3. 5.8. 10.3 _v¡8.9 veces mas grande que el observado con

suero normal (Tabla IX) sugiriendo que existe una correlación entre la

intensidad de la RC observada in vivo y la actividad inhibitoria serica.

Similares resultados fueron obtenidos en ratones nude, indicando que esta

actividad inhibitoria no es timo-dependiente. Todos los experimentos in vitro

condensados en este punto y en los puntos siguientes fueron realizados

utilizando rutinariamente sueros decomplementados, aunque los sueros no

decomplementados dieron los mismos resultados.

4.2. Resistencia Concomitante contra metástasis espontáneas: En la Tabla ll

puede observarse que los ratones portadores de tumor LB inhiben el desarrollo

de las metástasis inducidas por el tumor C7Hl. En la Tabla X se muestra que

estos ratones exhiben en su suero actividad inhibitoria de la proliferación i_n

M de las celulas C7Hl. actividad que esta ausente de los ratones que sólo

portan o que han sido operados del tumor C7Hl. 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 proliferación de las metastasis inducidas por el tumor C7Hl.

5. EFECTO DEL Sl'ERO DE RATONES PORTADORES DE LB SOBRE LA

PROLIFERACION Y/O Fl'NCION DE LAS (ÏELl’LAS NORMALES Ql'E

INTERYIEN EN EN LA NEOVASCI'LARIZACION Tl'.\lORAL.

Las celulas cndotelialcs ICE) _vlos fibroblastos son componentes de los

neovasOs' tumorales; por otro lado. los linfocitos. los macrófagos _\'los propios



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

volúmenes sobre la proliferación in vitro de células LB.

Días del = Volumen " Ulill/ml en Suero‘ Ulso SLB“

inóculo tumoral (XiES) UlSl) SN

primario (mm!)

o 33.2:105 (12)' 1

(Suero Normal)

5 313.6:187.1 (46)e 33.2:133 (7) ns l

10 88831287!) (46) 76.4:23.8 (7) * 2.3

l4 2917.0:350.4 (46) 192.6i27.6 (7)“r 5.8

16 4789.2:503.6 (42) 342.0164.2 (9)" 10.3

18 5439.6:7483 (37) 627.5i9J.9 (12)“ 18.9

a- Se inocularon lxlll‘ celulas LB en el flanco derecho el día 0. A diferentes tiempos se
sangraron ratones portadores de tumor _vse midió la capacidad inhibitoria de la
proliferación in vitro de células LB mediante ensayo de incorporación de timidina
tritiada.
h- El día de sangrado se midió el volumen del tumor LB.
c- UISll/ml (Unidades inhibitorias 50 por ml): es la recíproca dela dilución del suero que
produce 50 o/o de la inhibición de incorporación de timidina tritiada por ce'lulas LB
comparada con los valores obtenidos con medio de cultivo. Ul50/ml representa el titulo
dela actividad inhibitoria de los sueros por unidad de volumen.
d- Los datos representan el cociente entre el título de la actividad inhibitoria de los
sueros. de portadores de tumor LB (SLB) _vel título del suero-de ratones normales (SN).
El titulo de actividad inhibitoria del SN es el obtenido el dia (l previo a la inoculación de
las celulas tumorales.
e- Número de ratones analizados.
f- Número de experimentos realizados.
Se utilizó el test "t" de Student y luego el test de comparación múltiple de Dunnet para
determinar el grado de significación de los resultados.
* p<tl.05: **p<0.000]; ns= no presenta diferencias significativas respecto del valor
obtenido para el SN.



Tabla X: Efecto del suero de ratones portadores de tumor LB ó C7Hl sobre

la proliferación in vitro de células tumorales C7Hl.

Sueros (le UlSll/ml (X+ES)

I'SIÍOIICS

a) Normales 35.9 i 2.3

b) Portador LB: 319.5 ¿0.6"

c) Portador C7HI: 35.0 i 5.0'“

d) [Ex-portador C7Hl: 34.111.8'“

e) Ex-portador C7Hl + LB: 318.1: 7.2'

Inhibición de la proliferación de células tumorales C7Hl. medida como capacidad de
incorporación de timidina-H’.
Se esquematizan los resultados obtenidos para el suero de ratones BALB/c a) normales:
h) portadores de tumor LB: c) portadores de tumor C7Hl; d) portadores de tumor C7Hl.
el cual fue extirpado al dia 30 y e) ratones tratados de igual forma que en d) pero a los
que se les inoculó lxlll" cc'lulas LB. Los volúmenes de los tumores LB en b) _\'e) son
similares al momento del sangrado. Los valores se expresan como XiES en UlSO/ml.
producto de 3 experimentos.
Se utiliui cl test "t" de Student y luego el test de comparación múltiple Tukey-Kramer
para determinar el grado de significación delos resultados.
'p<0.0l)l; ns= no presenta diferencias significativas respecto del valor obtenido para el
control normal.



fibroblastos participan en el proceso de neovascularización liberando moleculas

angiogenicas. Por este motivo se ensavó el suero de ratones portadores de tumor

LB de 4500-5500 mm“sobre la proliferación M de linfocitos. fibroblastos

_vCE, sobre la adhesividad de macrófagos (MEP) y polimorfonucleares humanos

(PMN') v sobre la fagocitosis de los MEP. Asimismo se ensavó sobre la

agregación plaquetaria. que es un proceso que no interviene directamente en el

fenómeno de neovascularización tumoral.

Como control positivo de actividad inhibitoria se ensavó el suero sobre la

proliferación in vitro de celulas tumorales LB.

Puede apreciarse en la Tabla XI que el suero de ratones portadores de

tumor LB inhibió significativamente la proliferación de linfocitos, fibroblastos

_vCE. Tambien se obtuvo actividad inhibitoria sobre la adhesividad y fagocitosis

de los MEP y la adhesividad delos PMN humanos. Sin embargo dela agregación

plaquetaria no fue afectada.

Con el objeto de estudiar si la inhibición ejercida por el suero de ratones

portadores de tumor sobre celulas normales era, al igual que la ejercida sobre

las celulas tumorales LB. reversible, estudiamos la capacidad de adherencia de

los PEM. un sistema sencillo que habia mostrado poseer suficiente sensibilidad

y repetibilidad. Los resultados asi obtenidos se grafican en la Fig-l. Es posible

observar que entre las 5 _v7 horas los PEM que habian sido pretratados con SLB

_vlurego lavados alcanzaron valores de adhesión comparables a los obtenidos

con medio de cultivo. lo que sugiere que el fenómeno seria reversible.

Est0s experimentod sugieren que el suero de ratones portadores de tumor

LB no inhibe la proliferación _vo función de cualquier celula desde que ha}

celulas (plaquetas) _vprocesos (agregación plaquetaria) no involucrados en lLl

neovascularización tumoral. que no son afectados.



Tabla XI: Efecto del suero de ratones BALB/c portadores de tumor LB (SLB)

y ratones normales (SN) sobre células normales que intervienen en la

vascularización.

Función _v" L’l50/ml h Ul50 SLB

tipo celular (X+ES)_ UISO SN

SN SLB g

A) Proliferación: 42.8¿104 477.0:611 H 11.1 3
células LB

linfocitos 33.4:105 251.1138.5 7.5 4

fibroblastos 42.3:73 160.5:I4J ' 3.8 2

CE 27.9:4.0 75.0:8] " 2.7 3

B) Adhesividad:

MEP 62.3¿101 430.2i40.l"" 6.9 7

PMN humanos 27.0:7.o 256.1128.3 9.5 3

C) Fagocitosis:

MEP 20.0318 ¡52 l+lS.9 7 6 7

D)Agregación plaquetaria:

20.514..) 20.312.5'" 1.0 3

a. Suero de ratones BALB/c portadores de tumor LB _vnormales (SN) fueron ensayados i_n
m sobre: A) proliferación de linfocitos T estimulados con Concanavalina A;
fibroblastos de embriones murinos de H dias _vcelulas endoteliales (CE) estimuladas con
bFGF _vcelulas tumorales LB (control positivo de actividad antiproliferativa). Los
ensayos de proliferación se realizaron mediante el metodo de incorporación de timidina
tritiada: B) adhesividad _vfagocit0sis de macrófagos provenientes de exudado peritoneal
(MEP)_\ polimorfonucleares humanos (PMN); C) fagoeitosis de partículas de latex por los
MEP _vD) agregación de plaquetas humanas obtenidas de sangre periférica.
h. La UlSll/ml utilizada aqui no es sólo una medida de actividad antiproliferativa. es la
recíproca de la dilución del suero que produce un 50% de A) la incorporación de
timidina tritiada: B) la adhesividad; C) la fagocitosis _vD) la agregación plaquetaria
obtenida por las mismas celulas con RPMl.

Se utilizó el test "t" de Student para determinar cl grado de significación de los
resultados.
"p<0.0|: **p<0.tHl5; H"p<0.lHll: diferencias****p<u.000|: ns= no presenta

significativas respecto del suero normal.



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

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

de los macrófagos intraperitoneales murinos (M EP).
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Se graliean In adhesividad delos MEP a placa en función del tiempo. Se observan los resultados obtenidos
en un experimento representativo donde los Mlil’ fueron iueuhados con diluciones de suero de ratones ponadores
de tumor LB (A) o sueros de ratones normales (SN) (A). Luego. los \|l'.'l’ fueron Iznados (Figura 4-13)mientras que
ult'l) ¡wrmaneeió en (‘onlaeto con SN _\'SLI) (Figura 4-.'\). Se grafica el porcentaje de celulas adheridas respecto de
un eoutrol realizado en Rl’.\||. en funcion del tiempo.



6. ORIGEN DEI. I’AC'I‘OR SERICO

El origen del factor inhibidor hallado en el suero de ratones portadores de

tumor LB es aun objeto de controversia. Hasta ho_vsólo 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 ni el

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 inoculación in vivo de indometacina (lndot, acido nor­

dihidroguayarético (NDGA). fenidona (Fen), clor-promazina y prometazina

resultó en una brusca caída dela actividad inhibitoria se'rica a las 24 horas post­

inoculación (Tabla XII). Estos resultados fueron en algunos casos aditivos, _va

que cuando se trató alos ratones con lndo + NDGA la inhibición cayó a valores

similares a los observados con SN. Luego de 48 horas la actividad inhibitoria

comenzó a recuperarse especialmente en los ratones tratados con lNDO. en los

cuales el valor a las 48 horas no varió significativamente respecto a los valores

observados para el SLB control. El volumen tumoral no tnostró diferencias

significativas entre los ratones tratados y no tratados con estas drogas anti­

inflamatorias.

7. .-\ISL.V\.\IIIC.\"I'()Y CARACTERIZACION DEI. FACTOR INI'IIBIDOR DF.

L.\ I’ROLII’l-LRACION |.\' VITRO DIC (ÏI-ÍLlÏLAS Tl'MORALI-ZS LB

(Esquema II).

7.1. Diálisis: llemos visto que el sucro de ratones BALB c portadores de tumor

LB (SLB) tenia la capacidad de inhibir la proliferación de celulas LB in vitro _v

que esta capacidad era proporcional al volumen del tumor primario _va la

intensidad de la resistencia concomitante generada por este. lista actividad se
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Tabla Xll: Efecto dela inoculación de anti-inflamatorios sobre la capacidad

inhibitoria in vitro del suero de ratones portadores de tumor LB

Tratamiento“ Ul50/ml (X i ES)

Suero Normal Suero Portador de tumor LB

Sin tratamiento

(control) 42.9 i 4.o (9)” 450.2 i 55.6 (9)“c

lndometacina

24 horas después 62.8 i 7.6 (3) 153.5 i 31.3 (3)ns

48 horas después 161.5 i 25.3 (3) 640.3 i 64.5 (3)H

NDGA

24 horas después 120.2 i 22.6 (3) 119.9 i 24.1 (3)ns

48 horas después 40.3 i 3.0 (3) 140.5 i 27.4 (3)ns

Fenidona

24 horas después 50.1: 8.6 (2) 87.3 i 15.7 (2)ns

48 horas después 40.7 112.8 (2) 346.2 ¿87.8 (2)*

lndometacina + NDGA

24 horas después 40.2 i 75.9 (3) 47.3 i 15.5 (3)ns

48 horas después 48.9 i 3.0 (3) 57.3 i 20.3 (3)ns

Clorpromazina

24 horas dsespués 42.8 i 5.8 (3) 52.0 i ll.6 (3)ns

Prometazina

24 horas después 52.0 i 8.7 (3) 44.9 i 5.2 (3)ns

a. Ratones BALB/c normales _vportadores de tumor LB de l2 dias (volumen tumoral= 2635 i 336
mmJ recibieron durante tres dias consecutivos 0.5 mg/Kg (0.2 ml intraperitoneal) de
lndometacina (INDO), 5 mg/Kp, (0.2 ml intraperitoneal) de acido nor-dihidroguavare'tico
(NDGA), 5 mg/Kg (0.2 ml intrapcritoneal) de Fenidona (Fen), lndometacina mas NDGA (0.4 ml
intraperitoneales). Clorpromazina (0.024 mg/ratón) ó Prometazina (l mg/kg). A las 24 _v48
horas despues de la última inoculación se sangraron los ratones. Los sueros obtenidos fueron
ensayados sobre la proliferación de celulas LB in vitro en un ensayo dc 18/24 horas. b. N° de
experimentos
c. Los sueros de ratones portadores de tumor LB que no recibieron tratamiento. exhibieron alos
l5 _v 16 dias de evolucion del tumor (correspondiente a 24 _v48 horas despues de la última
inoculación de anti-inflamatorios), valores similares de actividad inhibitoria, por lo que los
datos de ambos dias han sido combinados.
Se utilizó el test "t" de Student para determinar el grado de significación delos resultados.
" p<0.(l5; "p<0.00l)l; ns= no presenta diferencias significativas respecto del valor obtenido

para cl SN.



observó en sueros enteros y decomplementados. siendo resistente a ¡00°C

durante IO minutos _\' a un rango de pH entre -l y ll; ademas resultó ser

dializable cuando se usó una membrana con un punto de corte de ¡3500 D

(Tabla Xlll).

7.2. Análisis de sustancias tóxicas: Antes de continuar con el proceso de

purificación de la actividad inhibitoria pareció importante determinar si esta

podría ser atribuida a moleculas tóxicas. En la Tabla XIV se observa que la

concentración de urea, creatinina y acido úrico presente en el suero de

portadores de tumor LB es similar ala del suero normal.

7.3. Tramicntos enzimáticos: La fracción dializable del suero de portadores de

LB -fracción que retenia toda Ia actividad inhibitoria- fue sometida a

tratamiento con distintas enzimas. Como se observa en la Tabla XV, el

tratamiento con pronasa fue el único que produjo una disminución significativa

dela capacidad inhibitoria del suero; el tratamiento con las restantes enzimas. a

saber. carboxipeptidasa A. tripsina. lipasa. glicosidasas a _\'B, RNAsa y DNAsa

no disminuyó Ia actividad inhibitoria del suero.

7.4. Sephatlcx G-ZS fine: la fracción dializable se Iiol'ilizó y resuspendió en 0.5

ml de agua milli-Q. La muestra asi obtenida se sembró en columnas de Sephadex

0-35 line. Los resultados obtenidos se esquematizan en la Figí.

En estas figuras se han gral‘icado la inhibición de incorporación de timidina-l-li

por celulas LB y la absorbaneia relativa (Abs,) medida a 280 nm en función del

numero dela l'raeeión de columna recogida.

Se obserxo un pico de inhibición de la proliferación de las celulas LB

l ¡03 ; l7 Ul50 ml) coincidiendo con el volumen l'ínal (Vl'l de la columna.

Considerando que el rango de exclusión del Sephadex (1-25 es de 5.00021

¡.000 D. el factor es tendria un ITM. aproxrmado a 1.000 D ó menos. Para



Tabla XIII: Actividad inhibitoria de la proliferación 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 lnhihitoria

ó Ul50/ml (X i ES)

Fracción de_suero

SN SLBb

Completo 43.31: 7.0 (7)c 427.0 :l:62.9 (7)”

Dializada vs

lvolúmmen 25.9 1312.2 (3) 281.0 i885 (5).

Dializable vs

l volúmem 23.2 ¿8.5 (3) 259.4 +18 a (3)

Dializada vs

10 volúmnes <20 (5) 63.8 ¿13.2 (5)"

Dialízada vs

HHH)volúmenes <20 (4) <20 (4)"

a. La diálisis se llevó a caho con una membrana de punto de corte en 12.500 D. Similares
resultados fueron obtenidos cuando el suero fue analizado contra solución fisiológica ó
agua milli-O, por lo que los datos han sido combinados. Rutinariamente los experimentos
de diálisis son realizados con agua milli-Q. Cuando se dice .."\'s l. 10 ó 1000
volúmenes".. significa que l ml de suero se dializa contra l. 10 ó 1000 ml de solución
fisiológica ó de agua milli-O.
b. Se emplearon sueros de ratones portadores de tumor LB de 16 días. con un volumen
tumoral de 6000 mm". Cada suero ó fracción de suero se ensayó sobre la proliferación i_n
m4 de células LB mediante el ensayo de incorporación de timidina tritiada.
c. Número de experimentos.
Se utilizó el test "t" de Student. * p<ll.05; ** p<0.()01; ns: no muestra diferencias con el
SN.



Tabla XIV: Concentración sérica de productos tóxicos.

Producto" Concentración de productos tóxicos

(x+sn)"
Suero de ratones

Normales Portadores dc tumor LB

Urea 0.59:0.10 0.57j-_0.20'”

Creatinina 03810.30 ¡“Him-¿0”

Acido úrico 2.1)4i0.10 2.00:0.10"‘

a. La urea fue cuantificada por el método de la ureasa, la creatinina por el método de
Jaffé _\*colaboradores y el ácido úrico por el método dc Henry. Sabel y Kim.

b. Promedio de 3 experimentos
Se utilizó el test "t" de Student. ns= no hay diferencias significativas respecto del
control normal.



Tabla XV: Efecto del tratamiento enzimático sobre la actividad inhibitoria

in vitro de células tumorales LB.

Nombre dela enzima Dosis "/0de reducción de la lnhibieión

Pronasa 5 mg/ml 77 i13 (4V

2 mg/ml 66 1'34 (3)

0.2 mg/ml 0 (3)

Carboxipeptidasa A 3 unidades 0 (3)

Tripsina 2 unidades (l (3)

Lipasa 7.500 unidades 0 (l)

1.500 unidades 0 (1)

150 unidades 0 (1)

¡5 unidades 0 (l)

a-glucosidasa l mg/ml 0 (2)

0.1 mg/ml 0 (2)

0.0| mg/ml 0 (2)

ll-glucosidasa l mg/ml ll (2)

0.] mg/ml 0 (2)

0.0| mg/ml (l (2)

RNAsa l mg/ml (l (2)

DNAsa ¡mg/ml 0 (2)

El producto dializable (fracción <l2.500 D) del suero de ratones portadores de LB que
había demostrado poseer un alto título de inhibición de la proliferación in vitro de
celulas LB fue liofilizado _v resuspcndido en su volumen original. La muestra así
obtenida. que mantenía un alto titulo de inhibición dela proliferación de células LB. fue
tratada con las enzimas. Luego de una hora a 37°C, la reacción se detuvo (ver materiales
) metodos). Las fracciones así obtenidas fueron ensavadas sobre la proliferación de
celulas LB mediante la te'cnica de incorporación de timidina tritiada. Los datos se
expresan como porcentaje de reducción dela actividad según la siguiente formula:

(1_ Ul50/ml SLB tratado - UlSll/ml SN tratado h ¡oo
UlSll/ml SLB - lJISO/ml SN

a. Número de experimentos realizados.



Figura 5: Perfil (le clución (le una columna Scphndcx (2-25 sembrada con suero

de ratones portadores de tumor LB (SLB)

fi
A - '29

l | n

i 6 i i ‘
I L :n

“ :'-. { ‘“

Fé 3. I
S . '. 3
¿5 ; .. I

Í‘.‘ .2 - {,43

É i ¿í
1 i

' I

I ,i

l o

"
.¡4__4_4

Se ninoslrn nn perfil de t'illCÍÓllcaracterístico dc colnnlnn Scphndux (2-25. sembrada con cl producto
lioliliuulo (lo |:I fracción (linliznlflc oblcnidn :l pnnir del SLB. Se urnlicu ln Innunilnd (lo ln inhibición (lo In
incorporación (lo Iinlidinn lrilindn ¡l células LB. nlcdidn en l'liÜ/ml ) Izluhsonnncin rclnlim (AB-ST):I 33” "Ill- t‘ll
I'nnción (le ¡:1l‘rnccion ensayulzl.

fi Murcndorvs (lo poso molecular.



determinar mas exactamente el P.M., _vdilucidar si se trataba de uno o mas

factores. se utilizaron las siguientes columnas:

7.5. Sephadex G-IS. En la Figó se grafican nuevamente la Absl 280 nm y la

inhibición de la incorporacion de timidina-H“ en función del numero de fracción

ensayada. Se han observado dos picos de inhibición en las fracciones 26 al 28 v

en las fracciones 4| al 47. El primer pico de inhibición fue atribuido a un

aumento del pH porque cuando este se balanceó a valores fisiológicos (pH=

7.17.4) la actividad desapareció. Esto nos llevó a descartar este primer pico

atribuyendolo a un artefacto de tecnica. El estudio prosiguió sólo con el

segundo pico. el que por su posición en la columna tendrias por comparación

con marcadores conocidos, un PM de 800 1 l50 D.

7.6. Determinación dela concentración de sales (ionograma).

AI estar trabajando con sustancias de bajo P.M. existia la posibilidad de que la

inhibición observada en el ensayo de incorporación de timidina-H; se debiera a

una alta concentración de sales. lo que constituiría un artefacto de tecnica (4|).

Los resultados obtenidos se resumen en la Fig.7. En ella se representa la

concentración de los iones mas importantes (Na. Cl _v K) para distintas

fracciones que componen el segundo pico de inhibición obtenido con la columna

de Sephadex G-IS. En las fracciones con alta capacidad inhibitoria y en otras

tomadas al azar. provenientes de columnas de Sephadex sembradas con el

liofilizado del SLB. no se encontraron concentraciones superiores a las del SN

control.

7.7. Cromatografía en capa delgada (TLC).

Fracciones prmenientes de la columna Sephadex G-IS que demostraron tener

alta capacidad inhibitoria de la proliferación in vitro de celulas tumorales

(high) se utilizaron para realizar las cromatografias ¡sistema acidol en capa



Figura 6: Perfil (lc clución (le una columna Scphatlcx (1-15 sembrada con suero

(lc ratones portadores (lc tumor LB (SLB)
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Figura 7: lonograma de las fracciones de columna Sephadcx G-15.
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Figura 8: Cromatografía (lecapa delgada (TLC)
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un allo titulo de inhibición (le la proliferación (le celulas LB in \ ilro.

Y .\larcadores (le peso molecular



delgada. La utilización de ninhidrina como revelante de Ia corrida mostró que

las fracciones que poseian alta capacidad inhibitoria no contenían aminó 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

realizó una regresión lineal que determinó el valor del PM del factor en 1200 _-_

200 D (coef. de correlación = 0,9992; p<0.05).

7.8. Cromatografía de intercambio iónico.

En la Fig.9 se esquematiza el perfil de inhibición obtenido en un experimento

representativo para la columna de intercambio aniónico DEAE A-25 en función

del numero de fracción _vde la concentración de NaCl. En la columna sembrada

con la muestra de SLB se pueden observar un pico de inhibición máximo en las

fracciones 22 al 24 y en fracciones cercanas uno menor. Las fracciones con

capacidad inhibitoria eluyeron con el buffer de sembrado, o sea que no

interactuaban con las cargas de la columna. Esto nos indica que el factor

inhibidor se comporta como una molécula aniónica a pl-l neutro.

7.9. Cromatografía líquida (HPLC).

Con el propósito de obtener el factor grupo de factores inhibidores de la

proliferación in vitro de celulas LB con la menor cantidad de contaminantes

posibles. las fracciones que demostraron actividad inhibitoria en columnas G-lS

fueron corridas en cl HPLC. En Ia Fig.l()-A se representa el perfil de elución

obtenido en un experimento representativo en HPLC (Abs 2l5 nm). Se obtuvo

actividad inhibitoria sólo en la fracción lS. Los valores fueron entre 7 _v8 veces

superiores a los obtenidos con el control. El perfil de absobancia a 280 nm

il-‘ig.l()-B) reveló la presencia de alta absorbancia coincidente con la actividad

inhibitoria. Es importante señalar que los máximos de absorbancia se alcanzaron

en 2l5 _v267 nm (FiglU-B inset). Recordemos que la absorbancia a 2l5 nm

indica la presencia de uniones peptidicas. la de 380 nm señala la presencia de



Figura 9: Columna de intercambio iónico DEAE-AZS
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Se grafica la capacidad inhihitoria de la proliferación in vitro de células tumoralcs LB. medida por ensayo
dc ilu‘orporacion dc limidina lriliada. cn función del número de fracción recogida dc Ia columna DEAE-AZS.
Dichas columnas fueron sembradas con el liol'llizadodc la fracción dializablc obtenida a partir del suero de raloucs
ponadoros dc tumor LB (SLR). ('omo cluycnlc se ulilizó un gradiente cscalonado do .\'a(,'l de 0.] .\l a 0.2 .\l final.
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aminoacidós aromaticós (tirosina _vtriptofano) _vla de 267 nm es cercana a la

absorbancia de la tirosina fósforilada (266 nm).

Los resultados obtenidos en la digestión enzimática con pronasa asi como

las longitudes de onda a las que absorbe la fracción inhibitoria en el HPLC

parecerian sugerir que la actividad inhibitoria serica se deberia a la acción de

un peptido. Por tal motivo se procedió a separar en alícuotas la fracción de

HPLCque habia detnostradoactividad inhibitoria de la proliferación de

las celulas LB y se realizaron los siguientes ensayos:

7.10. Análisis de aminoácidos: en la Tabla XVI se representan los valores

obtenidos expresados en picomóles (pmoles) para los diferentes aminoácidos

estudiados en un experimento representativo. Como puede apreciarse el valor

mas alto fue el obtenido para Tyr (tirosina) con 32I.l4 pmoles. El segundo

valor importante fue Gly (glicina). Cabe señalar que este aminoácido está en

general sobredimensionado, dependiendo su magnitud de la pureza de la

muestra. Respecto de Ia sensibilidad del metodo ha_vque considerar que la

hidrólisis automatica en fase gaseosa que utiliza el analizador automatico es

equivalente en cuanto a resultados. al de 24 hs a ¡10“C en tnedio liquido con

CIH óN _vfenol. por lo tanto es de esperar una ligera destrucción de Ser tserinat

_vT_vr_vuna recuperación menor al |00°o para lle (isoleucina) y Leu (leucinat.

La mavoria de las muestras tienen Met (metionina) parcialmente oxidada p_orlo

que durante el proceso de analisis es posible que se produzca una ligera

destrucción de dicho aminoacido y los valores obtenidos son en general bajos.

7.1|. Secuencia de aminoácidos.

La segunda alícuota de la fracción inhibttória obtenida en el HPLC fue sometida

a los siguientes ensayos:

7.ll.l. Hidrólisis Parcial: se llevo a cabo una hidrólisis parcial tllt) L

por l hora). lo que permite proteger grupos que modifican a los aminoaCIdos



Tabla XVI: Concentración de aminoácidos en el pico de actividad

inhibitoria obtenida a partir de HPLC

Aminoácido en Aminoácido en

pmol pmol

Glu 26.3 Pro 7.3

Scr 30.9 Tyr 321.1

Gly 123.1 Val 8.0

His - Met ­

\rg - llc H l

Thr 10.8 Lcu 39.4

Ala 24.6 Phc ­

Asp 13.6 L_vs 7.0

El único pico de actividad inhibidora dc la proliferación in vitro de las células LB
que sc obtuvo mediante cl uso del HPLC l'uc dividido cn dos partes. una dc ellas se
scmhró cn un Analizador de Aminoácidos. modelo 420 de Applied Biosystcms con
hidrolizador. Sc muestran los resultados (cn picomolcs-pmol) obtenidos cn un
experimento representativo.



Figura ll: l’crfil obtenido con la hidrólisis total y parcial.
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v l.a llcrha señala cl desplazamiento del pico corrmpmulicnlo a lirosina.



Los resultados de un experimento representativo se muestran en la Fig.ll en

donde es posible observar la aparición de un unico pico (Figl l-A) que si bien

es cercano. no coincide con el de tirosina obtenido por hidrólisis total de la

muestra (Figl l-B).

7.1|.2. Secuenciación de aminoacidos: en la Fig.l2-A se muestran los

resultados obtenidos para la secuenciación. Es posible observar la aparición de

una señal correspondiente a la de PTl-l-tirosina, equivalente a 23 pmoles. Esta

señal se va perdiendo progresivamente en cada ciclo de corte (Fig.12-B) hasta

desaparecer sin que aparezcan señales nuevas aun realizando 5 ciclos sucesivos

de degradación. Como control se procedió a secuenciar la muestra obtenida del

HPLC pero sin derivatizar con PlTC. Los resultados de un experimento

representativo se muestran en la Fig. l2-C, donde es posible observar la ausencia

de señales nuevas que no sean las propias del aparato.

7.12. Espectrometría de masa:

Con el propósito de caracterizar exactamente el peso molecular y eventualmente

los grupos funcionales presentes en el factor inhibidor se procedió a realizar

estudios de espectrometria de masas con la única fracción inhibidora obtenida

en el HPLC. En la Fig.l3 se grafican los datos de un experimento representativo

de la espectrometria de masa. Aparte de los picos controles. a saber. el

ealibrante ( I ¡83.3 D), el del calibrante - Na (¡206.5 D) y el del calibrante —Na

-- K (ll-lil D) quedan 5 picos de: 876.3; lO3-l.7; lOól.l; lO9ó.9 _v1304.7 D.

De estos. el de |06|.l _\'el de 1096.9 parecen resultar de la suma del pico de

¡034.7 mas Na _\' Na e K respectivamente. Por lo tanto quedarian 3 picos

genuinos: el de 876.3; el de l()3-l_7 _\'el de ISO-1.7 D. Es importante señalar que

el espectro de masa no es necesariamente cuantitativo como el espectro

ultratioleta. por lo que no se puede estimar la relativa abundancia de una

molócula respecto de las otras. Por otra parte. teniendo en cuenta la naturaleza

del metodo. no hemos podido determinar cual de estas entidades es la que posee



l-‘igura 12: l’crfil nblcnido cn sccucnciación (lc aminoácidos
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experimento rcprcscnlaiivo.
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INTENSIDAD

Figura 13: Perfil obtenido en cspectromctríu de masa.
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actividad inhihitoria o si se Irala de una sola molécula con diferentes grupos

sustituyenles. Por ejemplo. la diferencia de aproximadamente IóO D entre el

pico de 876.? y el de 1034.7 D parece indicar la presencia de una glucosa.



DISClTSION

Las metastasis constituyen el principal obstáculo para un tratamiento

eficaz contra el cancer. Procedimientos convencionales como la cirugia _\' la

radioterapia son adecuados cuando el tumor se presenta como una masa

perceptible y localizada; por el contrario. cuando este esta diseminado en focos

de celulas tumorales (metástasis) por todo ó gran parte del organismo. aquellos

procedimientos resultan inaplicables.

La quimioterapia ataca las celulas tumorales alli donde ellas se

encuentran. ya localizadas, ya diseminadas en el organismo. Este procedimiento

representa un adelanto respecto de la cirugía y 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 quimioterape’uticos; en

segundo lugar, estos agentes no discriminan entre las celulas neoplásicas y las

celulas normales y por lo tanto el organismo puede dañarse seriamente -incluso

l egando a la muerte- como consecuencia del tratamiento.

Teóricamente, la inmunoterapia presenta las ventajas de la quimioterapia,

en cuanto que puede atacar a las celulas tumorales cualesquiera sea el lugar

donde se encuentren _\'carece de sus limitaciones ya que una respuesta inmune

montada contra un tumor seria especifica y por lo tanto el resto del organismo

no deberia sufrir daño alguno. Sin embargo. un tratamiento inmunológico exige

que el tumor exhiba antígenos que sean reconocidos como extraños por el

organismo. La existencia de antigenos tumorales especificos l‘ue demostrada

xarios años atras en tumores de ratón inducidos por carcinogenos qurmicos _\‘

xirales (l32_15l). Por el contrario. la mayoria de los tumores espontaneos de

rata, raton _\"presumiblemente humanos carecen de inmunogenicidad detectable

3); si esta l‘alta de inmunogenicidad refleja la ausencia de antígenos'Jt ‘Jnl l

especificos sobre la superficie de las celulas de estos tumores. es algo que no

2.l

puede afirmarse aun con certeza. pero es probable que sea asi en algunos casos.

Como quiera que sea. hasta ho)". el tratamiento inmunologico del cancer humano



no ha ofrecido resultados alentadores salvo en algunos casos de tumores

superficiales (154) _v aún asi. los resultados positivos no han podido ser

habitualmente reproducidos como para que pueda serles otorgado una razonable
confiabilidad.

A la luz delos comentarios anteriores, es claro que todos los tratamientos

convencionales utilizados en la actualidad contra el cancer. presentan serias y

en muchos casos. insalvables limitaciones. Por esta razon resulta importante

explorar aspectos poco estudiados de la biología del cancer que podrían

ayudarnos a comprender la naturaleza de los procesos malignos y eventualmente

a revelarnos la existencia de nuevos factores que podrían ser utiles para el

tratamiento de los tumores.

Siguiendo esta linea de razonamiento, iniciamos hace algunos años, el

estudio de un fenómeno llamado resistencia concomitante, según 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 haya llamado

relativamente poco la atención de los investigadores ya que se trata de un

mecanismo por el cual podría controlarse el crecimiento de las metástasis que

no son otra cosa que implantes secundarios naturales de tumor. Existe

abundante evidencia experimental de nuestro _votros laboratorios de que la

resistencia concomitante puede ser generada tanto por tumores inmunogenicos

como no-inmunogenicos (¡22.138), por lo que. cualquiera sea su modo de

acción. no exige la existencia de una respuesta inmune convencional montada

contra el tumor. Mas aún. en nuestro laboratorio hemos demostrado previamente

l l-ll ) que la resistencia concomitante podia ser transferida de un ratón portador

de tumor a un raton normal unido en parabiosis con el primero; como el raton

normal permanecía en buen estado general _v simultaneamente resistia un

inoculo tumoral secundario. se int'iere que Ia resistencia antitumoral puede ser

lograda sin dañar perceptiblemente al organismo. Esto sugiere que la resrstencia



concomitante es un fenómeno promisorio desde que parece carecer de las

limitaciones que tienen los tratamientos convencionales del cancer. En efecto:

l) no exige que las celulas tumorales esten localizadas en un pttnto del

organismo sino que puede atacarlas en muchos sitios distantes (implantes

secundarios); en esto carece de las limitaciones de la cirugia y la radioterapia;

2) la resistencia antitumoral puede ser alcanzada sin daño perceptible del

organismo; en esto careceria de las litnitaciones de la quimioterapia; 3) no

exige que el tumor sea inmunogenico y 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 metástasis

experimentales y espontáneas no sólo del propio tumor LB sino también de otro

tumor no relacionado (el altamente metastásico C7Hl). La presencia del tumor

LB sc indujo en estas metástasis un verdadero estado de tumor dormido en el

que las celulas metastasicas permanecían vivas pero sin crecimiento aparente;

recíprocamente cuando el tumor LB fue extirpado. su acción desapareció

ocasionando un rapido desarrollo de las metástasis. Presumiblemente las

metástasis fueron inhibidas por dos mecanismos diferentes pero

complementarios. a saber: un mecanismo directo que afectó la proliferación de

las propias celulas tumorales y un mecanismo indirecto que afectó la

neovascularizacion tumoral impidiendo el establecimiento de los neovasos que
nutren el tumor.

La existencia de un mecanismo directo puede inferirse del hecho de que la

presencia de un tumor LB inhibio tanto la proliferación secundaria de celulas

LB ya x'ascularizadas _\'en activo crecimiento como el desarrollo de implantes

tumorales secundarios intraperitoneales que no necesitan vascularizarse para

crecer. En efecto. en ambos casos se supone que -deslindando un efecto

indirecto sobre la neovascularización tumoral que o _\'aesta establecida (como



en el caso de los implantes en actix'o crecimiento) ó nunca se produce (como en

el caso de los implantes intraperitoneales)- toda inhibición del crecimiento

tumoral deberia atribuirse a una acción 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 inhibió la neovascularizacion

eontralateral inducida por macrófagos activados, linfocitos y fibroblastos _\'de

que la existencia de un lecho vascular previo, en el sitio de un implante tumoral

secundario (metástasis experimental) revirtió la inhibición generada por el

tumor primario. El hecho de que la reversión de la inhibición fuera sólo parcial

_\‘de que el desarrollo de los implantes secundarios que crecieron fuera menor

que el control sugiere que ambos mecanismos de inhibición -directo e indirecto­

coexisten y se refuerzan mutuamente.

Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio (l38,l40.l4l‘t y

los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la inducción, directa _\'o

indirecta. del estado de tumor dormido generado por el tumor LB no seria

mediado por procesos inmunológicos convencionales. Esta afirmación se basa en

los siguientes hechos: l) el tumor LB no es inmunogenico y cuando crece no

despierta una respuesta inmunológica detectable; 2) la inducción del estado de

tumor dormido se llevó a cabo tanto en ratones eutimicos como en nude.

eneticamente at-imicos y desprovistos de las funciones inmunológicas.4fl

dependientes del timo; 3) el analisis histológico del sitio del implante tumoral

secundario que no creció. reteló la presencia de celulas tumorales bien

preserxadas y sin infiltración por parte de las celulas del huesped. lo que

contrasta con una reacción de rechazo inmunológico convencional.

Por otro lado. el suero de ratones portadores de tumor LB re\eló una

actividad inhibitoria dela proliferación in vitro de las propias celulas LB. Esta

actitidad fue proporcional al volumen tumoral _\'a la intensidad dela resistencia

concomitante generada por este tumor. es decir a su capacidad para inhibir



metastasis experimentales y espontáneas. Esta actividad serica tambien inhibio

la proliferación in vitro de las celulas endoteliales y de fibroblastos que son

componentes estructttrales delos neovasos tumorales; de igual modo. inhibió la

proliferación de linfocitos y la adheshidad y fagocitosis de macrófagos, los

cuales junto con los fibroblastos y linfocitos participan en el proceso de

neovascularización liberando moleculas angioge’nicas.

La inhibición in vitro tnediada por el suero de portadores de tumor LB -de

las propias celulas LB y de las celulas que participan en el proceso de

neovascularización tumoral, sugiere que ambos mecanismos -directo e indirecto­

de inhibición de las metástasis podrían ser llevados a cabo por los mismos

"factor.es" séricos. Un proceso diferente, la agregación plaquetariat que no

interviene directamente enla neovascularización tumoral, no fue afectado por el

suero de portadores de tumor LB, sugiriendo que la migración de las celulas

tumorales enla corriente sanguínea. función atribuida a las plaquetas (l55-l58i.

no estaria afectada por el fenómeno de resistencia concomitante.

Respecto de la naturaleza de esta actividad inhibitoria serica que parece

e\plicar la inducción del estado de tumor dormido en el fenómeno de resistencia

concomitante generada por el tumor LB consideremos en primer lugar que no

depende del timo porque la actividad inhibitoria esta presente tanto en el suero

de ratones eutimicos como en el suero de los ratones nude. genéticamente

atimicos. En segundo lugar. los factores del complemento ó anticuerpos

citotoxicos dependientes del complemento tampoco pueden explicar esta

actix'idad inhibidora. En efecto. por un lado. sueros decomplementados expresan

la misma accion inhibidora que los sueros completos; por otro lado. el hecho de

que toda la actixidad inhibitoria sea dializable usando una membrana con :7:

punto de corte en l2.500 D muestra claramente que no puede ser mediada por

anticuerpos porque la masa de estos es mu_\'superior. Adicionalmente el suero
¡ade ratones portadores de tumor LB no contiene urea. creatinina o acido úrico e..
.s:concentraciones mayores que las ohsenadas en suero normal. indicando que ..



efecto inhibitorio del suero no puede adscribirse a estas conocidas moleculas

tóxicas.

Segun los resultados obtenidos con distintas enzimas. el factortes)

inhibidor serico 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 _vcarboxipeptidasa A no disminuyó su actividad

inhibitoria nos permite suponer que residuos internos basicos v grupos

carboxilos libres no son necesarios para la actividad o no son asequibles para

las enzimas.

La purificación _vcaracterización mas detallada de la actividad inhibitoria

en cl suero de ratones portadores de LB, fue iniciada utilizando columnas

cromatográficas de Sephadex 0-25, G-lS y cromatografía en capa delgada: los

resultados sugieren que la actividad inhibitoria se debia a un factor con un peso

molecular comprendido entre 800 y l200 D. Por otra parte, el analisis de los

datos obtenidos con la columna dc intercambio iónico sugiere que se trataría de

una molecula anióníca a pl-l neutro.

Teniendo en cuenta que las sales son contaminantes comunes en los

procesos de purificación. se midió su concentración en las distintas fracciones

de las columnas de Sephadex G-lS: los ionogramas realizados para Na. Cl v K

revelaron valores normales en todas las fracciones, aun en aquellas que exhibian

la netividad inhibitoria. indicando que esta no representa un artificio de tecnica.

Un ma_vor grado de purificación fue obtenido usando cromatografía

liquida de alta resolución (HPLC). Una sola fracción ha sido rutinariamente

hallada como la que posee toda la actividad inhibitoria. Tal fracción presenta

dos máximos de absormón a 215 _v267 nm.

Considerando que la unión peptidica presenta maxima absorción a 315 nm

_\que ciertos aminoácidos (como la tirosina) modificados absorben a longitudes

cercanas a 267 nm. parecio razonable pensar -apo_vadosen los datos enzimaticos



pret'ios- que la actividad inhibitoria podia ser ejercida por un peptido. Ello nos

llevó a hacer estudios de análisis y secuenciación de aminoácidos.

El análisis de aminoácidos reveló la presencia de tirosina como

componente principal _\' de otros pocos aminoácidos en bastante menor

proporción. La secuenciación de aminoácidos mostró en el primer ciclo una

señal que coincidia con la de tirosina. Sin embargo esta señal fue

desapareciendo y no aparecieron señales nuevas correspondientes a otros
aminoácidos.

Estos resultados admiten dos posibilidades: la primera es que el factor no

sea un péptido, en contraposición a lo que habian sugerido los estudios

enzimáticos y de HPLC. La segunda posibillidad es que se trate de un peptido

pero que por limitaciones de la técnica, los aminoácidos que acompañan a la

tirosina no son detectados por el secuenciador. En efecto, el metodo de

secuenciación tiene ciertas limitaciones, dado que algunos aminoácidos

presentan dificultades para su asignación. En primer lugar, los aminoácidos

modificados por glicosilación o l'osl'orilación no dan señal y son registrados

como blanco. En segundo lugar. hay ciertos aminoácidos que son detectados con

dificultad aun cuando no esten modificados: por ejemplo. serina _\'trconina son

registrados en defecto debido a su destrucción durante el proceso de

conversión; arginina e histidina son también difíciles de detectar porque

despues del cl-i\'a_ie=del péptido. los complejos formados no son fácilmente

extraibles de la cámara de reacción y producen muy poca recuperación;

asimismo. cl triptot‘ano se destruye despues del clivaje. Por estas limitaciones.

si se trabaja con poca muestra como es nuestro caso. es probable que serina.

trconina. histidina. arginina _\'triptol‘ano no se detecten.

Por otra parte, los resultados obtenidos con la hidrólisis total y parcial de

la l'racción inhibitoria hallada en el HPLC sugieren la presencia de aminoácidos

modificados. En efecto. se ha obsenado que la hidrólisis total del l‘actor da

origen a tirosinas libres (y en mucho menor proporción a otros aminoácidos).



pero cuando es hidrolizado en forma suave. para no romper las modificaciones

que puedan poseer los aminoácidos. aparece una señal que no coincide con la de

la tirosina sino que se aproxima a la señal de una tirosina glicosilada.

Con el proposito de caracterizar finalmente el peso molecular _\'

eventualmente los grupos funcionales presentes en el factor inhibidor. se

recurrió a la espectrometria de masa. Tres componentes con pesos de 876.3;

¡034.7 y ISO-L7 D fueron detectados. Dado que la espectrometria de masa es

una tecnica destructiva. resultó imposible ensayar la actividad de estos

compuestos para determinar cual de éstos ejerce la acción inhibitoria sobre la

proliferación in vitro de las celulas LB. Existe asimismo la posibilidad de que

se trate en realidad de un solo componente al que se le unen uno ó mas grupos

funcionales; por ejemplo sc encontró una diferencia cercana al peso molecular

de la glucosa en su forma cíclica entre la molécula de 876.3 y 1034].

Recordemos que los azúcares, en este caso la glucosa, se unen por unión eter a

los aminoácidos, siendo la tirosina el aminoácido más frecuente al que se unen.

De los experimentos realizados, Ia estructura preliminar que se propone

para el factor inhibidor seria:

GLUCOSA

l

TYR-[Ï’]—TYR-[?]

Aunque la caracterizaciOn definitiva del factor inhibidor aan no ha sido

completada. puede afirmarse que conocidos inhibidores de la proliferación

tumoral como los interferones. el factor de necrosis tumoral a _\'B (TNFL el

factor de crecimniento tumoral B ('l'GF-B) y la novel angiostatina no estarian

ln\()lLlCl'lldOSteniendo en cuenta su mayor peso molecular (el peso molecular de



los factores citados oscila entre ¡7.000 y 38.000 D mientras el factor inhibidor

hallada por nosotros no superaria los ¡305 D) _\'otras caracteristicas fisicas (por

ejemplo el TNl". interferones _\'angiostatina no resisten el calentamiento a 100

“C mientras que el factor inhibidor serico si lo hace) ( l l9-l24.l59).

Otras sustancias inhibidoras de la proliferación celular in vitro. como los

aldehidos derivados de las poliaminas y la acroleina, que son contaminantes

comunes en los procesos de purificación de moleculas a partir de material

biológico. tampoco parecen estar involucradas (lóO-lóó). En efecto. el peso

molecular de los aldehidos derivados de las poliaminas oscila entre lOO_\'200 D

y el de la acroleina es de 55 D. Esto significa que se trata de moleculas bastante

mas pequeñas que nuestro factor inhibidor.

El origen de este factor inhibidor aún no se conoce con precisión, pero

hay ciertos datos que permiten dar alguna orientación en este sentido. En primer

lugar. la actividad inhibitoria serica disminuyó drásticamente 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-oxigcnasa. que son

enzimas involucradas en el ciclo del acido araquidónico.

En segundo lugar la inoculación in vivo de los anti-histaminicos

clorpromazina _\' prometazina (antagonistas del receptor H. de la histamina)

tambien indujo la caida de la actividad serica (ló7). Ambos resultados podrian

estar relacionados desde que Ia histamina. a traves de su receptor H.. induce la

producción de prostaglandinas a partir del acido araquidónico en una reacción

catalizada .por la ciclo-oxigenasa. Es asi que ha)" ciertos datos que sugieren la

participación del acido araquidónico _\'las prostaglandinas en la produccrón del

factor inhibidor serico.

lin un sentido mas general. estos resultados indican que e origen de la

actividad inhibitoria podria estar asociado mas a la respuesta inflamatoria que

origina el huesped en presencia de un tumor que al tumor por si mismo.



Ahora bien. cualquiera sea la estructura definitha y el origen de esta

molécula. puede suponerse que su completa caracterización permitiria ensayar

su actividad antitumoral in vivo en óptimas condiciones tecnicas.

Si se demostrara entonces que el factor inhibidor serieo tiene acción n

solo sobre implantes tumorales sino tambien sobre tumores en desarrollo con

minimo daño para el organismo. estariamos frente a una molécula que podria ser

util para mejorar la terapéutica del cancer.
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