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RESUMEN

La resistencia concomitante antitumoral (RC) es la capacidad de un individuo
portador de un tumor de inhibir el crecimiento de un segundo implante tumoral
realizado en un sitio distinto del primero. Se estudid este fendmeno en ratones eutimicos
y atimicos, usando nueve tumores murinos con distintos grados de inmunogenicidad. Se
describieron dos picos de RC durante el desarrollo del tumor primario. El primer pico
fue generado solo por tumores inmunogénicos pequefios, fue especifico e irreversible y
estuvo asociado a mecanismos inmunologicos convencionales dependientes del timo. El
segundo pico de RC fue compartido por tumores inmunogénicos y no inmunogénicos de
gran volumen, fue inespecifico, timo-independiente y al menos en parte, reversible y
estuvo asociado a la actividad de un factor/es inhibidor de aproximadamente 1000 D de
peso molecular, presente en el suero de ratones portadores de tumor. Este factor
ejerceria un efecto inhibitorio directo e indirecto sobre el tumor secundario: el efecto
directo se ejerceria sobre las propias células tumorales; el efecto indirecto se ejerceria a
través de la inhibicion de la neovascularizacion. El efecto inhibitorio se manifiesto
como una inhibicion de la proliferacion —con disminucion en el nimero de células en
mitosis y de células positivas para el Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular
(PCNA)- y como un aumento en el niimero de células en apoptosis. Asimismo, se
observaron alteraciones en la cinética del ciclo celular, con un aumento de la fase S y

disminucion de las fases (Go-G1) y (G2-M).



SUMMARY

Antitumor concomitant resistance is the phenomenon according to which a
tumor-bearing host inhibits the development of secondary tumor implants carried out in
a different site. This phenomenon was studied in euthymic and athymic mice, using nine
murine tumors with widely different immunogenicity. Two temporally separate peaks of
concomitant resistance were detected during primary tumor development. The first one
was exhibited only by small immunogenic tumors; it was tumor-specific, irreversible
and mediated by classical immunological T cell dependent mechanisms. The second
peak was shared by both immunogenic and non-immunogenic large tumors; it was non-
specific, thymus-independent and partially reversible and correlated with the activity of
an antitumor factor/s (molecular weight = 1000 D aprox.) present in the serum of tumor-
bearing mice. This factor/s would exert direct and indirect inhibitory effects on
secondary tumor growth, the former affecting tumor cells themselves and the latter
limiting neovascularization. The inhibitory effect was associated with a decrease in the
number of both cells in mitosis and cells expressing the Proliferating Cell Nuclear
Antigen (PCNA), with an increase in the number of apoptotic cells and alterations in
cell cycle kinetics, such as an increase in the proportion of cells in S phase and a

decrease in (Go-G;) and (G»-M) phases.
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El concepto de neoplasia

Se denomina neoplasia al crecimiento proliferativo relativamente auténomo de
un tejido (7,2). Esta definicion engloba varios aspectos:

a) autonomia: este término indica la no sujecion a los mecanismos de control que
gobiernan la proliferacion de las células normales

b) relatividad: este término relativiza el concepto de autonomia, indicando que si bien
las células neoplasicas no responden de la misma forma que las células normales a
los mecanismos de control de la proliferacion celular, no han perdido totalmente la
dependencia respecto de ellos.

c) crecimiento proliferativo: este concepto indica un aumento en el nimero de células
ya sea por una mayor tasa de division como por una menor tasa de muerte celular
con respecto a su contraparte normal. Si se toma a la célula neoplasica
individualmente y se la compara con una célula normal cuando ésta se encuentra en
etapa proliferativa, se observa que la primera puede tener un tiempo de duplicacion
menor, igual o mayor que la segunda. En cambio, si consideramos la vida total de un
tejido normal y se promedian sus etapas proliferativas y no proliferativas, el grado
de crecimiento de las neoplasias es mayor debido a que mientras los tejidos
normales tienen su crecimiento limitado por la homeotasis del organismo, las
neoplasias estan menos limitadas y sus células continian dividiéndose..

d) tejido: indica que una neoplasia so6lo puede ser definida en un organismo

multicelular.



A pesar de que en sentido estricto los términos tumor y neoplasia no son
equivalentes, ya que el primero es mas general —abarcando también a las masas
parasitarias, granulomas, abscesos cronicos, etc- , ambos se utilizan habitualmente como
sinoénimos y por lo tanto por razones de simplicidad, se denominaran indistintamente en

esta Tesis.

Neoplasias benignas y malignas:

Las neoplasias benignas son aquéllas que no invaden tejidos adyacentes ni se
diseminan a otros sitios distantes sino que se restringen a su tejido de origen,
permaneciendo encapsuladas y con alto grado de diferenciacion. Generalmente este tipo
de neoplasia se asocia con un buen pronéstico.

Se habla de una neoplasia maligna, en cambio, cuando ésta es capaz de invadir
los tejidos adyacentes o diseminar hacia tejidos distantes, dando lugar al establecimiento
de metastasis. Generalmente las neoplasias malignas presentan un bajo grado de
diferenciacion y estan asociadas con un mal pronéstico.

Son las neoplasias malignas las que reciben el nombre genérico de cdncer.



Clasificacion de las neoplasias malignas

Las neoplasias malignas pueden clasificarse en base a un criterio histogenético y
enmbriolodgico en:

e Carcinomas: se originan a partir de estructuras derivadas del ectodermo o
endodermo, como los epitelios que recubren la superficie del cuerpo y los que
conforman las glandulas.

e Sarcomas: son neoplasias malignas que surgen a partir de tejidos derivados del
mesodermo, como tejido 6seo, muscular, etc.

e Leucemias y linfomas: se originan a partir de las células del tejido linfatico.

e Teratoma: se oniginana a partir de células germinales.

Metastasis

Se define como metdstasis a los focos de crecimiento tumoral en sitios distantes
del tumor primario, sin continuidad con el mismo.

Se describe al proceso que lleva a la formacion de metastasis a partir de un
tumor primario como cascada metastasica (3), la cual incluye una serie de pasos
secuenciales, cada uno de los cuales involucra distintos mecanismos en los que
interactuan el tumor y el huésped.

Estos pasos incluyen: la proliferacion del tumor primario, la formacion de
neovasos, la invasion de tejidos adyacentes e invasion de los vasos sanguineos y

linfaticos (intravasacion), seguidos de la circulacion de las células tumorales solas o



formando émbolos, adherencia al endotelio vascular, retraccion del endotelio, adhesion
a la membrana basal, disolucion de la misma y diapédesis de las células tumorales a
través de ella llegando al establecimiento de colonias (metastasis) que generan sus
propios vasos (angiogénesis) y proliferan. Todo este proceso tiene una eficiencia muy
baja: s6lo un 0.01% de las células tumorales circulantes logran formar metastasis.

Si bien la diseminacion desde el tumor primario hasta el 4rgano blanco se hace
frecuentemente a través de los sistemas circulatorio y linfatico, existen otras vias de
diseminacion: a través de cavidades naturales (diseminacion transcelémica), liquido

cefalorraquideo y serosas.

Interacciones tumor - huésped

El tumor no debe ser considerado como una entidad aislada sino como un
componente mas del organismo, en estrecha asociacion con otros tejidos y organos del
huésped e inmerso en el mismo ambiente. El crecimiento tumoral es afectado por
elementos del huésped y reciprocamente, el resto del organismo es alterado por la
presencia de un tumor en crecimiento.

La intrincada red de interacciones entre el tumor y su huésped se manifiesta a
través de la utilizacion de nutrientes, como asi también de hormonas, factores de
crecimiento y factores antiproliferativos producidos por otros tejidos y por el propio
tumor y que afectan a ambos en forma bidireccional. Por otro lado, el tumor utiliza
vasos sanguineos preexistentes a partir de los cuales genera sus propios vasos
(neovascularizacion) y también interactia con la matriz extracelular, secretando

enzimas degradativas que actian sobre ella (4,5). Asimismo, puede existir una



interaccion entre el tumor y el sistema inmune del huésped, que puede llevar a la
citotoxicidad de las células tumorales Y que también se manifiesta con la produccién de
factores por parte del tumor, que actuan sobre distintos efectores de la respuesta inmune
(6-8). Por ultimo, merece mencionarse que la respuesta inmune que puede generarse en
respuesta al desarrollo tumoral no siempre tiene un efecto benéfico para el huésped sino
que en algunos sistemas tendria un efecto estimulatorio del crecimiento tumoral (9,10).
El tumor esta integrado al resto del organismo y justamente esto genera serios

obstaculos a la hora de disefiar terapias que actien especificamente sobre el tumor, sin

daiiar al resto del individuo.

Los tumores y el sistema inmune

La aplicacién de la inmunologia al problema del cancer ha fascinado a muchos
investigadores desde comienzos de siglo, luego de la observacion de que un animal al
que se le habia extirpado el tumor o que habia rechazado un tumor espontaneo, era
capaz de inhibir el desarrollo de implantes tumorales posteriores.

Con el desarrollo de cepas endocriadas de ratones, se demostro - mediante
experimentos de extirpacion del tumor y posterior desafio con esas mismas células
tumorales- que los ratones podian ser inmunizados en forma especifica contra tumores
singeneicos inducidos por metilcolantreno (//-14). Otros procedimientos exitosos de
inmunizacion fueron el pretratamiento con dosis subletales de tumor o con células
tumorales muertas por radiacion X (75). Estas observaciones se extendieron luego a
otros tumores de origen quimico, fisico y viral (16-/9) y mediante la utilizacion de

diversas técnicas in vivo e in vitro se llego a establecer que la respuesta inmune frente a
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muchos tumores experimentales (especialmente aquellos tumores inducidos por virus o
quimicamente) estaba mediada principalmente por linfocitos T citotoxicos y, en menor
medida, por macréfagos, anticuerpos, células NK (natural Killer), etc (20-24)

Todo esto llevo a la conviccion de que todos los tumores —independientemente
de su etiologia- debian portar antigenos diferentes de los del huésped, que los harian
potencialmente reconocibles —y eventualmente, blanco de su accion citotoxica- por el
sistema inmune.

A fines de la década del '60 Burnet (25) propuso la Teoria de la vigilancia
inmunologica. Segun esta teoria, las células tumorales con antigenos “tumor-
especificos” aparecen continuamente en el organismo pero su crecimiento esta impedido
por el sistema inmune del individuo; mediante la actividad de los linfocitos T
citotoxicos, que "patrullan” el organismo y destruyen las células neoplasicas incipientes.
De acuerdo con esta teoria, la aparicion de tumores era explicada mediante
"mecanismos de escape" de esa inmunovigilancia, como por ejemplo: expresion
deficiente de los antigenos tumorales o de las moléculas del MHC clase I,
enmascaramiento de antigenos, desfasaje entre la respuesta inmune y el desarrollo del
tumor (“sneaking through™), supresion inmunologica, etc (6-8,26).

Sin embargo, a mediados de los '70 esta teoria perdié mucho de su credibilidad
al demostrarse en primer lugar, que ratones rnude (genéticamente timoprivos) no
presentaban mayor incidencia de tumores espontaneos que ratones normales y en
segundo lugar, que los pacientes inmunosuprimidos no exhibian mayor numero de
tumores, excepto aquéllos del sistema linforeticular (27-29).

A fines de la década del '70 y principios de los '80, el otro pilar de la
inmunologia tumoral, a saber, el paradigma de que todos los tumores eran

inmunogénicos, sufrié un serio descrédito al demostrarse en primer término que la gran
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mayoria de los tumores espontaneos de ratén (30) y de rata (31) carecian de
inmunogenicidad detectable y en segundo término, que los tratamientos de
inmunoterapia aplicados contra tumores humanos y experimentales no ofrecian
resultados alentadores (22, 32).

Todos estos hechos hicieron que, como ocurre a menudo en muchos campos del
conocimiento, el entusiasmo que se habia generado por la posibilidad de controlar el
cancer a través del sistema inmune fuera seguido de un periodo de escepticismo.

No obstante, para evitar pasar de un dogmatismo donde se aceptaba que todos
los tumores eran inmunogénicos y que la inmunoterapia era la llave para solucionar el
problema del cancer a otro donde nada de ésto era verdadero, deben destacarse dos
hechos. En primer lugar, la ausencia de inmunogenicidad del tumor no significa
insensibilidad frente a un ataque del sistema inmune. En segundo término, el fracaso de
la inmunoterapia contra tumores humanos no implica necesariamente la ausencia de
antigenos tumorales, ya que aun tumores de raton fuertemente inmunogénicos, una vez
establecidos, no son sensibles a este tipo de terapia.

Actualmente se postula que los tumores varian en un amplio rango con respecto
a su capacidad de inducir una respuesta inmune en el huésped, dependiendo del origen
del tumor, tipo histologico, forma de inoculacion (en el caso de modelos

experimentales), etc.



Efecto de un tumor primario sobre las metastasis distantes

La accion de un tumor primario sobre sus metastasis fue sugerida por varios
autores a partir de la observacion de que la extirpacion quirurgica de un tumor puede ir
acompaiiada por el crecimiento acelerado de las metastasis que hasta ese momento
permanecian en estado dormido (33-39). A partir de estas observaciones, se ha sugerido
la existencia de distintas etapas en el desarrollo de un tumor, segun las cuales el
equilibrio entre su capacidad de sembrar nuevas metastasis y de controlarlas se
inclinaria hacia el mayor o menor desarrollo metastasico (38). En el mismo sentido, se
ha observado que la inmunosupresion puede estimular el desarrollo metastasico y que la
posterior extirpacion del tumor lleva a un aumento adicional del crecimiento de las
metastasis indicando que, ademas de los mecanismos inmunes convencionales, existen
otros mecanismos dependientes de la presencia del tumor que ejercerian este control

(38,39).

El modelo de Resistencia Concomitante Antitumoral

La resistencia concomitante antitumoral (RC) es el fendmeno segun el cual un
individuo portador de un tumor es capaz de restringir el desarrollo de un implante
secundario de células del mismo tumor realizado en un sitio distante del primero. Este
fenomeno fue descripto originalmente por Paul Ehlrich en 1906 (40) y en el afio 1908
Bashford (41) acuiio6 el término "inmunidad concomitante" con el que se lo ha conocido
habitualmente. Este nombre anticipa una explicacion inmunologica, que como veremos,

es valida para algunos modelos tumorales pero no para otros; por esta razon nuestro
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grupo de trabajo propuso el nombre de "resistencia concomitante” (42) que describe el
fenémeno sin anticipar ningiin mecanismo particular.

Como se menciond previamente, el tumor primario puede ejercer un control
sobre sus propias metastasis y el modelo de la RC nos permite estudiar este fenémeno,
teniendo en cuenta que las metastasis pueden considerarse como implantes secundarios
naturales del tumor. En este sentido, en nuestro laboratorio se ha demostrado la
existencia de una correlacion inversa entre la capacidad de un tumor de generar RC y su
capacidad de generar metastasis (43).

El modelo de RC nos permite focalizar el estudio especialmente en los tltimos
pasos de la "cascada metastasica" o sea una vez establecida la metastasis, evento que en
la clinica generalmente ya ha ocurrido en mas del 50% de los casos en el momento de
diagnosticar un tumor (4,33,44). Asimismo, el estudio de la RC encierra también un
interés tedrico ya que en este modelo el tumor secundario es inhibido mientras que,
paradojicamente, el tumor primario continua su crecimiento, en torno de lo cual se han

postulado diversas hipotesis y modelos matematicos (33,45,46).



Mecanismos de Resistencia Concomitante

1. Mecanismos inmunes

La resistencia concomitante es inducida tanto por tumores inmunogénicos como
no inmunogénicos.

En el primer caso, se demostro que algunos tumores, especialmente aquéllos
inducidos quimicamente o por virus eran capaces de generar RC y respuesta inmune
antitumoral (evidenciada por varios ensayos in vivo e in vitro).. En estos sistemas, la RC
caia o disminuia drasticamente al utilizar ratones inmunosuprimidos genéticamente
(ratones nude) o por distintos tratamientos como timectomia, irradiaciéon o deplecion de
médula osea (20,22,37,47-52). Se postul6 entonces que el tumor primario generaba una
respuesta inmune que era tardia o insuficiente como para restringir su propio
crecimiento pero que en cambio era capaz de inhibir el desarrollo de implantes
secundarios distantes.

Sin embargo, existe otro grupo de tumores, que incluye tumores espontaneos
como el carcinoma 3LL, el melanoma B16, el carcinoma M109 y el linfoma LB que no
generan una respuesta inmune detectable mediante ensayos in vivo e in vitro y a pesar
de ello, son capaces de generar RC. Se ha demostrado que en estos sistemas, la RC
permanece inalterada en ratones deprimidos en su funcion T (timectomizados o nude),
inmunosuprimidos por irradiacion, deprimidos en su funcion macrofagica y NK (ratones
"beige") y deprimidos en su funcion macrofagica por tratamiento con silica (42,53-53).

Estas observaciones abrieron un nuevo panorama en el cual se enmarcan las

siguientes explicaciones "no inmunologicas":
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2. Atrepsia

Esta hipotesis fue formulada a comienzos de siglo por Paul Ehlrich en 1906 (40)
y poco mas tarde por E. Tyzzer en 1913 (56). Postula que existe una competencia por los
nutrientes esenciales entre el segundo implante tumoral y el tumor primario como
resultado de la cual el tumor primario sustrae de la circulacion los nutrientes que el
tumor secundario necesita para crecer y en consecuencia, éste es inhibido. En este
sentido se ha demostrado que un tumor en crecimiento establece un gradiente de
glucosa y aminoacidos en su favor y esto podria favorecer el debilitamiento y
desnutricion (caquexia) que se observa habitualmente en los individuos portadores de
un tumor avanzado. Es decir, se considera que muchos de los tejidos de un organismo
portador de tumor se ven afectados por éste, lo cual nos permitiria suponer que seria un
ambiente menos favorable para la proliferacion del segundo implante tumoral o de las
metastasis (33,38). Sin embargo hasta el presente no se han llevado a cabo estudios

sistematicos con el fin de correlacionar estas deficiencias con el fenomeno de RC.

3. Inhibicién de la angiogénesis

Numerosos datos experimentales han demostrado que los tumores solidos
dependen de la formacion de nuevos vasos sanguineos para crecer mas alla de cierto
volumen -unos pocos mm de diametro- (4,57-59). Los vasos sanguineos no actian
solamente como vias de transporte de nutrientes hacia el tumor; adicionalmente, las
células endoteliales de estos vasos actiian como productoras per se de factores de

crecimiento que favoreceran el crecimiento tumoral (57).
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El fenotipo angiogénico depende del balance entre los factores estimulatorios e
inhibitorios de la angiogénesis, liberados por el propio tumor o por otras células del
huésped. Entre los factores estimulatorios de la angiogénesis, los cuales pueden ejercer
su accion afectando la migracion y/o la proliferacion de las células endoteliales,
merecen mencionarse el aFGF y bFGF (factores de crecimiento de fibroblastos), el
VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular), la nicotidamida, la angiogenina, el
TGF-a (factor de crecimiento transformante), el PIGF (factor de crecimiento
placentario) y el EGF (factor de crecimiento epidérmico) (60,61). Los factores
inhibitorios de la angiogénesis pueden actuar inhibiendo la produccion de factores
angiogénicos -IFN a (interferon alfa), TIMP 1y 2 (inhibidores de metalo-proteasas),
fumigalina, trombospondina y glucocorticoides- o inhibiendo la proliferacion de las
células endoteliales -nuevamente la trombospondina, el factor de crecimiento derivado
del glioma (estos dos regulados por el p53), la endostatina y la angiostatina, descripta
hace pocos afios y que se destaca por su fuerte poder antiangiogénico, observado sobre
varios carcinomas de raton y humanos en ratones SCID (35,57,62-66).

Se ha postulado que la inhibicion de la neovascularizacion podria ser un
mecanismo de la RC. Segun esta hipotesis, el tumor primario, que estimula la
angiogénesis en su propio lecho vascular, es capaz de inhibir la angiogénesis en el lecho

vascular de las metastasis o de implantes secundarios (35).
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4. Factores solubles antimitdticos de accion antitumoral

La produccion o induccion de factores antimitoticos por el tumor primario fue
propuesta por varios autores (33,34,38). Se han aislado factores inhibidores especificos
e inespecificos a partir del tumor y de 6rganos de portadores de tumor, de fluido
ascitico, de sobrenadantes de cultivo de células tumorales y de suero de ratones y de
pacientes portadores de tumor (67-72). Sin embargo, no se han realizado estudios con el
proposito de demostrar una asociacion entre éstos con el fenémeno de RC.

Se ha postulado en forma teorica que el tumor primario (y algunos tejidos
normales) podria generar factores estimulatorios de accion local, creando un
microambiente facilitador del crecimiento tumoral cuya accion estaria contrarrestada
por factores inhibitorios circulantes. Por consideraciones geométricas y de difusion, en
el segundo implante tumoral la accion de los factores facilitadores locales seria débil
debido a la facil pérdida de los mismos, teniendo en cambio mayor influencia sobre un
tumor de mayor tamaiio, el cual sigue creciendo, a pesar de la existencia de los factores
inhibidores circulantes que si son capaces de inhibir el segundo implante (45). El hecho
de que todos los experimentos tendientes a rodear o encapsular al tumor favorecen su
crecimiento es tomado como evidencia de la existencia de factores facilitadores locales
(45).

En nuestro laboratorio habiamos demostrado que la RC generada por tumores
de inmunogenicidad no detectable estaba asociada a la existencia de factores solubles
antiproliferativos presentes en el suero. La actividad inhibitoria se evidenciaba por la
disminucion de la incorporacion in vitro de (CH)timidina a las células tumorales y no

era atribuible a anticuerpos ni complemento sino a factores de bajo peso molecular dado
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que era capaz de dializar a través de una membrana de 12 500 Daltons (D) de punto de

corte (73).

EL CICLO CELULAR Y EL CANCER

El ciclo celular es el conjunto de eventos celulares escenciales para la
reproduccion celular. Se considera que esta compuesto de cuatro fases: a) el “gap”
anterior a la replicacion del DNA o fase Gy, b) la fase de sintesis de DNA o fase S, c) el
“gap” luego de la replicacion del DNA o fase G,y d) la mitosis o fase M, que culmina
con la division celular (74-78). Las células pueden encontrarse en estado de
“quiescencia” durante largos periodos de tiempo, en muchos sistemas se ha observado
que las células en fase G, abandonan el ciclo celular y por eso este estadio fue
denominado fase Gy (79)

Estas etapas tienen un contenido de DNA caracteristico, lo cual constituye una
de las herramientas posibles para estudiar las distintas subpoblaciones celulares. En este
sentido, las células en fases G,y G, presentan un contenido de DNA que aumenta
progresivamente a medida que la célula atraviesa la fase S, hasta alcanzar a duplicar su
valor una vez alcanzadas las etapas G, y M (80-82).

El pasaje de una fase del ciclo celular a la siguiente se encuentra regulado por
una serie de “checkpoints’’ o puntos de control que aseguran el orden de los eventos,
integrando los procesos de duplicacion del DNA, reparacion del mismo, mitosis, etc
(75.76,79,82).

Los principales checkpoints se encuentran en la transicion G,-S y en el pasaje

G,-M. En el primero intervienen las familias de ciclinas D y E; en el segundo
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intervienen las ciclinas A y B (75,77,78,82). Se ha postulado que algunos defectos en
estos sistemas de control podrian ser responsables de la transformacion neoplasica
(74,83,84)

Las células normales se encuentran mayoritariamente en estado quiescente 0 no
proliferativo. Las células tumorales se encuentran con mayor frecuencia que las
normales, en estado proliferativo.

El patron de distribucion en las distintas fases del ciclo celular en un momento
dado varia segun el tipo de tumor y los estimulos positivos y negativos que recibe.

En este sentido, se ha demostrado que las células tumorales estando bajo efecto
de distintas terapias antineopldsicas —quimioterapia, radiacion, etc- sufren cambios en el
patron de distribucion de sus células en las distintas fases del ciclo celular (85-93).
Estos cambios serian consecuencia de los mecanismos particulares de accion de cada
agente (daiio en el DNA, inhibicion de la duplicacion del DNA, inhibicion de eventos
involucrados en la mitosts, etc).

Por otro lado, se ha estudiado el “estado de tumor dormido™, que se refiere a un
estado en que las células tumorales permanecen por un dado periodo de tiempo, sin
crecimiento aparente (65,66,94-97), postulandose en algunos modelos que uno de los
mecanismos responsables del mantenimiento de esta latencia seria el arresto en la

proliferacion.



LA APOPTOSIS Y EL CANCER

La apoptosis en una forma de muerte celular en la cual la célula tiene una
participacion activa (98) y que se da en diversos procesos fisiologicos —en el desarrollo
embrionario, en la eliminacion de clones T autorreactivos, en la involucion de la mama
luego de la lactancia, etc- y patologicos (99).

La apoptosis de reconoce por una serie de caracteristicas morfologicas y
bioquimicas. Entre las primeras se destaca la condensacion y marginalizcion de la
cromatina, condensacion del citoplasma, formacion de cuerpos apoptoticos, etc, y entre
las ultimas merece mencionarse el clivaje de doble cadena de DNA en la region
“linker’™, la activacion de ciertas enzimas, el aumento de los niveles de RNA mensajero
de Beta-tubulina, etc (99).

Se ha demostrado la ocurrencia de apoptosts en muchos tumores sin estar bajo
ningun tratamiento (apoptosis espontanea) (99). Por otro lado, muchos agentes
antineoplasicos como la radiacion ionizante (98-100), los agentes quimioterapicos
(87,98,99,102-110) y la terapia hormonal (99, /1) inducen un aumento en los niveles de
apoptosis del tumor. Por ultimo, se ha demostrado que la inhibicion del desarrollo
tumoral por efecto de factores antiangiogénicos como la angiostatina se ejerceria a
través de la induccion de altos niveles de apoptosis (63-66).

La regulacion de la apoptosts involucraria proto-oncogenes que paraddjicamente
son responsables de la modulacion de la proliferacion (98,99,106,112-116). Se ha
postulado que el proto-oncogen bcl-2, que ejerceria un efecto inhibidor de la apoptosis,
estaria involucrado en la resistencia a drogas y se ha observado una alta susceptibilidad

a sufrir apoptosis en células tumorales que sobreexpresan el proto-oncogen c-myc.



Por ultimo, se ha demostrado en algunos sitemas, una tendencia a sufrir

apoptosis mayor en alguna fases del ciclo celular que en otras (85-87,98,108,117).

El estudio de los eventos relacionados con el ciclo celular y la apoptosis podria
llevar a un mejor entendimiento del fendmeno de RC y eventualmente podria ser una

herramienta en la posible aplicacion terapéutica de este modelo.



OBJETIVO



Objetivo

La resistencia concomitante, esto es, la capacidad de un individuo portador de un

tumor primario, de restringir el crecimiento de implantes secundarios del mismo tumor,

puede ser generada tanto por tumores inmunogénicos como por tumores no

inmunogénicos. Sin embargo, los mecanismos que se habian propuesto para uno y otro

grupo de tumores eran muy diferentes.

El objetivo de mi trabajo de Tesis es determinar si existe un componente

universal de la resistencia concomitante inducida por todos los tumores,

independientemente de su inmunogenicidad. Para ello, se plantearon varios objetivos

particulares:

1)

2)

3)

El primer objetivo es determinar si en el caso de los tumores inmunogénicos se
genera algun mecanismo de resistencia concomitante analogo al propuesto para los
tumores no inmunogénicos, en cuyo caso se agregaria al componente inmunologico
clasico. Para ésto se estudiarda comparativamente, la resistencia concomitante

inducida por tumores de distintos grados de inmunogenicidad.

Fn caso de existir un componente comun a todos ellos, el segundo objetivo es
describir cudles son las alteraciones a nivel de la progresion en el ciclo celular que
se producen en las células tumorales, determinando si se produce muerte celular

por apoptosis y/o detenimiento de las células en su proliferacion.

El dltimo objetivo es determinar cudles son los mecanismos efectores de la
resistencia concomitante o sea, cuales son las causas (factores inmunologicos,
inhibicion de la neovascularizacion, produccion de factores solubles antitumorales,

etc) responsables de la inhibicion del tumor secundario.
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Objetivo

Teniendo en cuenta que la resistencia concomitante es un modelo til para
estudiar la relacion entre un tumor primario y sus metastasis ya que éstas pueden ser
consideradas como implantes secundarios naturales del tumor, la comprension de este
mecanismo podria ayudar a revelar la existencia de factores antimetastasicos que

podrian ser utiles para mejorar la terapia antitumoral en el futuro.



MATERIALES Y METODOS
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Materiales y Métodos

ANIMALES

Se utilizaron ratones BALB/c de ambos sexos de 2 a 4 meses de edad, criados en
nuestro bioterio y alimentados con pellets Nutric (Cordoba) y agua ad libitum.

Se usaron ratones nude (genéticamente atimicos) de ambos sexos de 2 a 4 meses

de edad, proveidos por la Comision Nacional de Energia Atomica.

TUMORES

MC-B: Fibrosarcoma inducido en un macho BALB/c de 4 meses de edad, 2.5
meses después de haber sido inoculado s.c. con cristales de metilcolantreno. Fue usado
entre los pasajes 6 y 23.

MC-C: Fibrosarcoma inducido en un macho BALB/c de 5 meses de edad, 3
meses depués de la implantacion s.c. de un pellet de metilcolantreno. Fue usado entre
los pasajes 5 y 20.

MC-D: Fibrosarcoma inducido en un macho BALB/c de 6 meses de edad, 4
meses después de la implantacion de un pellet de metilcolantreno. Fue usado entre los
pasajes6y 17.

M3: Adenocarcinoma de mama aparecido espontaneamente en una hembra
BALB/c, cedido amablemente por el Dr L. Colombo del Instituto de Oncologia Angel
Roffo, Buenos Aires. Fue usado entre los pasajes 61 y 71.

MNU-2.1: Adenocarcinoma de mama inducido por N-methyl-N-nitrosourea
(MNU). Aparecio en una hembra BALB/c que recibi6 mensualmente una inoculacion
1.p. de 0.1 ml de MNU (5 mg/100g de peso corporal) repetida durante tres meses (/18).
El tumor surgio 5 meses después de la primera inoculacion y fue mantenido por pasajes

s.c. en hembras singeneicas y usado entre los pasajes 2 a 10.



Materiales y Métodos

MNUMPA-1.1: Adenocarcinoma de mama inducido por acetato de
medroxiprogesterona (MPA) y MNU en una hembra BALB/c que recibio 40 mg de
MPA (depot) y 1 semana después, 0.1 ml de MNU (solucion) (Smg/100g de peso
corporal), repetido 2 veces por mes. Los niveles de MPA se mantuvieron por
inoculacion de MPA cada tres meses (//8). El tumor apareci6 5 meses después de la
primera inoculacion; fue mantenido por pasajes s.c. singeneicos y usado entre los
pasajes 2y 12.

C7HI: Adenocarcinoma de mama altamente metastatico originado en una
hembra BALB/c tratada con 40 mg de MPA cada 3 meses durante un afio y mantenido
por pasajes singeneicos. Este tumor es hormomo-independiente ya que en los sucesivos
pasajes fue capaz de crecer en ausencia de MPA (1/9). Fue usado entre los pasajes 18 y
42.

L15: Leucemia linfoide de origen AKR (H-2) mantenida por pasajes s.c.
singeneicos de los cuales se usaron los pasajes 54 a 143. En este trabajo, el L15 fue
estudiado en un sistema alogeneico creciendo en ratones BALB/c (H-2P), pretratados
por via i.p. con extracto acelular (e.a.) de L15, 10 a 16 dias antes de la inoculacién
s.c.del tumor L15. El contenido total de proteina del e.a. fue de 700-900 pg estimado
por el método de Lowry. La descripcion detallada de la preparacion del e.a. deL15y la
base racional de este tratamiento puede hallarse en: (720,121).

LB: Leucemia linfoide T aparecida espontaneamente en un macho BALB/c de 6
meses de edad y mantenida por pasajes s.c. singeneicos de los cuales se usaron los

pasajes 69 a 170 (42,122).



Materiales v Métodos

CALCULO DE LA “DOSIS TUMORAL 50" (DTsg)
Se define como "dosis tumoral so" (DTso) al nimero de células tumorales capaz
de crecer y matar al 50% de los animales inoculados. En los experimentos se utilizaron

dosis entre 10’ y 2.5 x 107 células tumorales.

ENSAYOS DE INMUNIZACION (11-15)

Implantacion y extirpacion tumoral: Los tumores s.c. fueron extraidos quirurgicamente

cuando su volumen era de 400-600 mm’; 2 semanas después, se hizo un inéculo tumoral
en el flanco opuesto de los ratones operados en los que el tumor no habia recidivado.
Dosis subletales: Los ratones que habian sobrevivido a un primer implante tumoral
fueron reinoculados con varias dosis del mismo tumor.

Células irradiadas: Las suspensiones celulares fueron irradiadas con 90 Gy en camara
plastica de irradiacion; los rayos X fueron generados en un aparato Philips 250/15
Radiotherapy a 220 kv, 14 mA, y filtrados con 1 mm de Al. La tasa fue de 3.15 Gy/min
a una distancia de 29 cm. Los animales fueron pretratados con 2 dosis s.c. de 2-4 x 10°
células tumorales irradiadas, 7 y 14 dias antes del desafio tumoral.

En todos los casos se evalia la DTso antes y después de la inmunizacion.
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ENSAYO DE RESISTENCIA CONCOMITANTE

Se realiz6 un implante tumoral s.c. en el flanco derecho de los ratones, seguido,
a diferentes intervalos, por un segundo implante s.c. del mismo tumor en el flanco
izquierdo. El grupo control solo recibio el indculo tumoral en el flanco izquierdo. El
segundo implante se llevo a cabo con distintas dosis de células tumorales (entre 10° y
2.5 x 10”) de modo de poder determinar la DTso del tumor secundario. Se define el titulo
de resistencia concomitante como el cociente entre la DTso del segundo implante
tumoral en los ratones portadores de un tumor primario y la DTso de los ratones del
grupo control.

El volumen tumoral se calculd de acuerdo con la formula de Attia y Weiss
(123): volumen = 0.4 x (a x b?), siendo a y b los didmetros mayor y menor

respectivamente.

implante tumoral control implante tumoral secundario

GRUPO CONTROL GRUPO EXPERIMENTAL
(PORTADOR DE UN TUMOR PRIMARIO)
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TECNICA DE UNION DE DOS RATONES EN PARABIOSIS

Dos ratones BALB/c de 2-4 meses de edad (20-25g de peso) se anestesiaron con
Embutal y se les realizo6 una incision longitudinal de la piel —desde la region axilar hasta
la inguinal- en el flanco derecho e izquierdo respectivamente. Una vez abierto este
plano, se practico una incision similar en la membrana peritoneal. Luego se procedio a
la sutura de los bordes de ambas membranas peritoneales, seguido de la sutura por
afrontamiento, del borde de la piel de ambos ratones. Mediante la inyeccion endovenosa
de un colorante vital en uno de los ratones pudimos comprobar que a los 7 dias ya
estaba establecida la circulacion cruzada. Las parabiosis fueron realizadas entre ratones

de la misma edad, sexo y peso.

EXAMEN HISTOLOGICO

Los cortes de piel incluyendo el implante tumoral secundario fueron fijados en
formol 10%, deshidratados con etanol en grados crecientes y tratados con xilol,
incubados en un bafio de parafina a 58°c que se dejo solidificar para realizar mas tarde
cortes semiseriados de 4 um de espesor, a los cuales se les realizo el procedimiento
inverso al anterior. Los cortes obtenidos fueron tefiidos mediante la técnica de
Hematoxilina-Eosina (H&E) o fueron utilizados para su marcacion mediante técnicas

inmunohistoquimicas.

Recuento de células en mitosis y en apoptosis por criterios morfolégicos.
Se utilizaron cortes de piel del sitio del segundo implante tumoral tefiidos con
H&E. En el recuento mitotico se tomaron en cuenta principalmente las metafases,

anafases y telofases. En el recuento de células en apoptosis realizado en base a la
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morfologia se tomaron en cuenta caracteristicas como condensacion de la cromatina,
marginalizacion de la misma, formacion de cuerpos apoptoticos y condensacion del

citoplasma (99).

Técnicas inmunohistoquimicas:

a) Deteccion de Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA): Los cortes
de tumor procesados como se indicé mas arriba fueron incubados con anticuerpos
monoclonales anti PCNA (clon PC10, Bio Genex, CA). Se incub6 con un segundo
anticuerpo (anti inmunoglobulina de ratén) conjugado a biotina. Se detect6 con el
sistema estreptavidina-peroxidasa y se utliz6 aminobenzidina como cromogeno. Se
consideraron como positivos aquellos nucleos con marcacion intensa y granular. La
expresion del PCNA ha sido ampliamente utilizada como marcador de células en activa
proliferacion, siendo baja su expresion en células no proliferantes (88, /24-127).

b) Deteccion de apoptosis: Se utilizo el ensayo in situ de la enzima
"deoxinucleotidil transferasa terminal" (TdT), que se basa en la adicion de nucleétidos
tri-fosfato (dUTP unido a digoxigenina) en forma independiente de templado, al
extremo 3'-OH de una cadena de DNA por accion de la enzima TdT. Como sistema de
revelado se utiliza un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a una enzima "reporter”
(peroxidasa) que transforma el sustrato diaminobenzidina en un producto coloreado.
Mediante este procedimiento de detecta la existencia de fragmentacion en el DNA, la
cual genera la aparicion de extremos 3'-OH libres (/28).

Los cortes histologicos fueron realizados cuando el tumor secundario llevaba
siete dias de evolucion, momento en el cual se comienzan a detectar las diferencias

entre los grupos experimental y control.



MEDIO DE CULTIVO

Se utilizo6 RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY), con Penicilina G (10 ug/ml),

Estreptomicina (25 pg/ml) y Amphotericina B (25 pg/ml).

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS Y

COMPLEMENTO IN VITRO

Se utiliz6 el método de Rao y col. (/21). El titulo de anticuerpos citotoxicos
contra las células tumorales marcadas con °'Cr (Dupont) se define como la reciproca de
la dilucion de suero que produce un 50% de lisis especifica y fue expresado en
"unidades citotoxicas so" por ml (UC,,/ml). La radioactividad fue medida en un
contador Gamma (Beckman). El porcentaje de lisis especifica fue calculado como:
[(cpm experimentales - cpm espontanea) / (cpm maxima - cpm espontanea)] x 100. Se
define como lisis espontanea a la obtenida con medio de cultivo y como lisis maxima a

la obtenida con Triton X-100.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD MEDIADA POR CELULAS IN VITRO

Se utilizé una modificacion del método de Brunner (/29): 0.1 ml de células
tumorales marcadas con *>'Cr fueron incubadas con un volumen igual de diferentes
suspensiones de esplenocitos en una relacion efector:target de 100:1, durante 4 hs a 37°c
en una atmosfera huimeda con 5 % de CO;. Las células fueron luego centrifugadas y la
radioactividad en el sobrenadante fue medida en un contador Gamma (Beckman). El
porcentaje de lisis especifica fue calculado como: [(cpm experimental - cpm normal) /

(cpm maxima - cpm normal)] x 100.



Materiales v Métodos

Para medir actividad natural killer (NK) se utilizaron como blanco, células
YAC-1 marcadas con *'Cry se utilizo como control positivo, esplenocitos provenientes

de ratones BALB/c inoculados por via i.p. con 0.1 ml de poli-Inosina-Citosina 1 mg/mi.

ENSAYO DE TRANSFERENCIA ADOPTIVA DE ESPLENOCITOS

Se inocularon ratones normales por via e.v. con 10® esplenocitos de ratones
portadores de tumor o normales. Luego de 2 hs, se realizé un desafio s.c con células
tumorales. Se evalu¢ el crecimiento de este implante tumoral y se tomo su inhibicién

como una medida de la proteccion transferida por los esplenocitos.

TEST DE WINN

Se midio la actividad antitumoral de los esplenocitos de ratones normales o
portadores de tumor utilizando el test de Winn (2/): se inocularon conjuntamente las
celulas tumorales con los esplenocitos en una relacion "efector:target” de 100:1 por via

subcutanea y se evalué luego el crecimiento tumoral.

RECUENTO DE VASOS SANGUINEOS QUE DRENAN EL TUMOR
SECUNDARIO

Ratones BALB/c normales o portadores de un tumor primario MC-C >2000
mm? recibieron un inéculo de 10° células del mismo tumor en el flanco opuesto. Luego
de 5, 10 o 18 dias los ratones fueron sacrificados y la piel del sitio de este segundo
implante fue removida y observada bajo lupa de diseccion (magnificaciéon= x 10),

llevando a cabo el recuento de los vasos sanguineos que drenaban el tumor secundario.
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Paralelamente se realizaron cortes de piel del sitio del segundo implante tumoral que

fueron tefiidos con Hematoxilina & Eosina y analizados microscopicamente.

SUERO

Los ratones fueron sangrados por el plexo retroorbital. Se dejo la sangre a
temperatura ambiente por 1 h para su coagulacion. Los sueros obtenidos por
centrifugacion fueron almacenados a —20°c hasta su uso. Para ser utilizados en los

ensayos, los sueros fueron decomplementados por calentamiento a 56°c durante 30 min.

DIALISIS

Se dializ6 un volumen de suero normal o tumoral utilizando membranas de
12500 D de punto de corte, contra un volumen 50 a 100 veces mayor de agua
desionizada (miliQ) a 4°c durante 48 hs en agitador magnético. La fraccion dializable

fue liofilizada (a 10 pm de Hg y -50°c) y resuspendida en su volumen original

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA SEPHADEX G-15

Se sembraron las muestras en columnas de Sephadex G-15 (SIGMA) cuyo rango
de fraccionamiento es de 0 a 1500 D. Se utilizaron columnas de 66 cm de altura y 0.7
cm de diametro. La elucion se realizo con agua miliQ con un flujo de 0.44 ml / min.
Como marcadores se usaron: Blue Dextran (2000 kD), Pepstatina A (658.9 D), ATP

(507.1 D) y ADP (427.2 D).
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CELULAS EN CULTIVO

Células tumorales:

Las células tumorales MC-B, MC-C, MC-D, MNU-2.1, MNUMPA-1.1 y M3
fueron obtenidas a partir de tumores que crecian subcutaneamente en ratones BALB/c,
mediante extraccion de los tumores y disgregacion mecanica utilizando malla metalica y
fueron cultivadas en placas de 6 wells (10° células/ml; 3 ml/well) (CORNING) con
RPMI con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y 1% de antibidtico.

Las células tumorales C7HI también fueron obtenidas a partir de tumores que
crecian en forma subcutanea pero el procedimiento posterior fue diferente: los tumores
se cortaron en fragmentos y se realizo la disgregacion mediante digestion enzimatica de
los mismos con una solucion de [tripsina 0.25 % (Gibco), colagenasa tipo 11 0.25 %
(SIGMA) y BSA (albamina sérica bovina) (SIGMA) 0.5 %] con agitacion magnética a
37°c durante 2 incubaciones de 20 min. El enriquecimiento en células epiteliales se hizo
mediante decantacion. Las células asi obtenidas se cultivaron en placas de 6 wells
(10°células /ml) (CORNING) con medio RPMI sin rojo fenol con 10% de SFB
(previamente adsorbido con 5% de carbon activado durante 24 hs a 4°c con agitacion
magnética) y 1% de antibiotico.

Las células del tumor LB se extrajeron de tumores asciticos, mediante lavado del
peritoneo con medio RPMI y centrifugacion de la suspension obtenida y fueron
sembradas directamente en placas de 96 wells (10° células/ ml) (CORNING) con RPMI
con 1% de antibiotico.

Las células del tumor L15 se extrajeron de tumores subcutaneos, que fueron
disgregados en forma mecanica utilizando malla metalica y fueron sembradas en placas

de 96 wells (10° células/ml) con RPMI 1% de antibiotico .
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Células normales:

Los linfocitos normales murinos fueron extraidos de ganglios linfaticos o timo
de ratones BALB/c, disgregados en forma mecanica utilizando malla metalica y
sembrados en placas de 96 wells con medio RPMI con 1% de antibi6tico en presencia o
ausencia de concanavalina A (Con A) 1 mg/mi.

Las células HUVEC (“human umblical vein endothelial cells”) fueron provistas
por la ABAC (Asociacion Banco Argentino de Células) y fueron mantenidas en medio
RPMI sin rojo fenol, con 20% de SFB (Suero Fetal Bovino) (Gibco), ECGS 50 ug/ml
(suplemento de factor de crecimiento de células endotelilaes) (SIGMA), piruvato de
sodio 1mM, glutamina 2mM, heparina 45 pg/ml y antibidtico 1%. Las células fueron
cultivadas en placas de 96 wells (1.5 x 10* células/well) durante 48 hs, hasta alcanzar el
estado de subconfluencia.

Los fibroblastos murinos embrionarios fueron obtenidos a partir de embriones de
14 dias de gestacion, a los que se le separo la cabeza y el higado. Los embriones fueron
fragmentados y tratados con tripsina 0.25% con agitacion magnética durante 15 min a
37°c. Luego de la adicion de RPMI con 20% de SFB (para inactivar la tripsina) se
centrifugo, se recupero el pellet y se cultivo en placas de 6 wells (10° células/ml) con

RPMI 10% de SFB.
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ENSAYO DE PROLIFERACION IN VITRO MEDIDA POR INCORPORACION

DE (*H) TIMIDINA

Las células que crecen adheridas al sustrato, ya sea tumorales -fibrosarcomas
MC-B, MC-C y MC-D, carcinomas MNU-2.1, MNUMPA-1.1, M3 y C7HI- o normales
-células endoteliales HUVEC vy fibroblastos murinos embrionarios- se sembraron en 0.1
ml de medio RPMI (1.5 x 10* células / well) en una placa de microtitulacion de 96
wells (CORNING, New York). Luego de 24hs (o 48 hs en el caso de las células
HUVEC), se agrego 0.1 ml de varias diluciones (en un factor de 2) de suero de ratones
normales o portadores de tumor.

Las células de crecimiento en suspension tumorales (L15, LB) o normales
(linfocitos murinos) fueron sembradas en 0,1 ml de medio RPMI (2 x 10° células / well)
en la placa de 96 wells, simultaneamente con el suero de ratones normales o portadores
de tumor.

Simultaneamente con el suero, todos los cultivos recibieron 20ul de (*H)timidina
(Dupont, NEN Research Products, Boston, MA) a una concentracion final de 1 pCi/ml
y fueron incubados a 37°c durante 18 hs en atmosfera himeda con 5% de CO; y
cosechadas con un cosechador de células automatico (Cambridge Technology Inc.) con
(en el caso de células de crecimiento adherente) o sin (en el caso de células de
crecimiento en suspension) utilizacion de tripsina 0.25%. La radioactividad incorporada
por las células fue medida en un contador de centelleo liquido Beta (Beckman). Los
ensayos se realizaron por triplicado a sextuplicado. Se define el titulo de actividad
inhibitoria como la reciproca de la dilucion de suero que produce un 50% de inhibicion
de la incorporacion de (*H)timidina con respecto a las células con medio de cultivo y
fue expresado en "unidades inhibitorias del crecimiento s" por ml (Ul,,/ml).
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ENSAYO DE DETECCION DE APOPTOSIS POR CITOFLUOROMETRIA DE
FLUJO

Las células (10°) fueron resuspendidas en una solucion hipotonica conteniendo
el fluorocromo (ioduro de propidio 50 pug/ml (SIGMA) en una solucion de citrato de
sodio 0.1% + Triton X100 0.1%). Los tubos fueron incubados a 4°c durante 2hs.
Alternativamente, las células fueron fijadas en etanol 70% y almacenadas a 4°c, luego
de lo cual fueron lavadas e incubadas con Ribonucleasa A (1mg/ml) (SIGMA) y ioduro
de propidio durante 30' a 37°c y luego a 4°c (/30). El analisis citofluorométrico se llevo
a cabo mediante un FACScan (Becton Dickinson) (laser Argon 488nm) utilizando
software apropiado (CellQuest, Becton Dickinson). La apoptosis es reconocida por la
aparicion de un pico con contenido hipodiploide de DNA (sub-Gy) en el histograma de
“contenido de DNA” (FL3-H) (650 LP) (/30-132). Se observo una correlacion entre la
aparicion de dicho pico y la aparicion de una poblacion de células o nucleos de menor
tamaifio y mayor complejidad (“granulosidad™) que las restantes en el diagrama de
dispersion de la luz “Forward Scatter vs Side Scatter” (80,/3/,132). Se adquirieron
20.000 eventos, con un ratio de 200-400 células por segundo. Se utilizaron, como
control negativo de la técnica, timocitos murinos normales recién extraidos y como
control positvo, timocitos normales cultivados durante 24 hs con dexametasona.

El uso de ambos procedimientos -con o sin fijacion previa- revelo resultados
similares en los histogramas de “contenido de DNA” por lo tanto los resultados se
analizaron en conjunto.

El tumor secundario fue extraido siete dias después de haber sido inoculado,
momento en el cual comienzan a detectarse diferencias de crecimiento entre el grupo
experimental y el grupo control. Por otro lado, estos tumores eran suficientemente
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pequefios de modo de disminuir una fuente de heterogeneidad intratumoral, como ha

sido descripto (/33).

TECNICA DE VISUALIZACION DE APOPTOSIS POR TINCION CON
COLORANTES FLUORESCENTES.

Las células tumorales fueron tefiidas con una mezcla fluorescente de naranja de
acridina y bromuro de etidio y visualizadas bajo un microscopio de fluorescencia..

Puede hallarse informacion mas detallada de esta metodologia en: (734, 135).

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION EN EL CICLO CELULAR POR
CITOFLUOROMETRIA DE FLUJO.

Las células (10% fueron resuspendidas en una solucion hipotonica de ioduro de
propidio (SIGMA) 50 pg/ml en Citrato de Sodio 0.1% + Triton X100 0.1%. En algunos
casos las células fueron previamente fijadas en etanol 70% y tratadas con Ribonucleasa
A (1mg/ml) (SIGMA Chemical Co) al incubarlas con el fluorocromo.

El analisis citofluorométrico se llevo a cabo en un citometro de flujo FACScan
(Becton Dickinson) (laser Argon 488 nm) utilizando software apropiado (ModFit LT,
Becton Dickinson). Los histogramas de DNA fueron generados a partir de las sefiales de
DNA FL2 (585/42 LP) (width) (FL2-W) vs DNA (area) (FL2-A). En los histogramas se
grafica el nimero de eventos en las ordenadas vs la fluorescencia relativa del toduro de
propidio (FL2-A) en las abcisas, indicativa del contenido de DNA. Se identifican las
disntintas fases o rangos Go-G1, S y G2-M sobre la base del contenido de DNA

(80,81,86,131).
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Los "dobletes" -grupos de dos niicleos o células que resultan de la agregacion-
fueron discriminados en base a su ubicacion en el diagrama FL2-A versus FL2-W
(81,129).

Se verifico una correlacion entre el contenido de DNA (o posicion en el ciclo

celular estimada mediante la FL2-A) y la condensacion cromatinica (estimada en base a

la dispersion de la luz “Forward Scatter”) (81).

Se adquirieron 20.000 eventos, con un “ratio” de 200-400 células por segundo.
El uso de ambos procedimientos -con o sin fijacion previa- revelo resultados similares

en cuanto a los histogramas de “contenido de DNA” por lo tanto los resultados se

analizan en conjunto.

OBTENCION DE SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE CELULAS
TUMORALES

Se realizaron cultivos primarios de las células del tumor MC-C y de fibroblastos
normales embrionarios. Las primeras fueron obtenidas de un tumor que crecia en forma

subcutanea en ratones BALB/c; las segundas, a partir de fetos de 8 dias de gestacion.

Las células (10%ml) se sembraron en placas de 6 wells (CORNING) en medio RPMI

con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y se incubaron a 37°c en estufa gaseada
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(5% CO»). Se realizaron las curvas de crecimiento, obteniéndose en ambos casos un
crecimiento exponencial entre los dias 4 y 7 del cultivo.

Para la obtencion de sobrenadantes (medios condicionados) se elimind el SFB
10%, reemplazandolo por albumina bovina sérica (BSA) 0.1% (SIGMA), el dia 4 del
cultivo, momento en que el cultivo se encontraba en subconfluencia. Los sobrenadantes
fueron recolectados 24 hs después. Se normaliz6 realizando un dosaje de proteinas por
el método de Lowry.

El efecto de estos sobrenadantes sobre la proliferacion tumoral in vitro fue
medido en microplaca de 96 wells (CORNING) mediante un ensayo de incorporacion

de CH)timidna, descripto mas arriba.

TECNICA DE DETECCION DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE POR
CITOMETRIA DE FLUJO.

Las células provenientes de un tumor LB (10°) creciendo en forma subcutanea
fueron resuspendidas en buffer FLOW (RPMI 1640 sin Rojo Fenol con 3% SFB, 0.1%
azida sodica y 10 mM HEPES) e incubadas con 0.1 ml de anticuerpos monoclonales
contra el antigeno de membrana LFA-1 (Lymphocyte-Function-Associated Antigen)
marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (CD11a-FITC) (Becton Dickinson)
durante 30 min en oscuridad a 4°C, al cabo de lo cual fueron lavadas 2 veces, fijadas en
etanol 70% y la intensidad de fluorescencia (FL1-H) fue analizada mediante citometro
de flujo FACScan (Becton Dickinson, laser Argon 48 nm), con un filtro de 530/30 LP y

software apropiado (CellQuest, Becton Dickinson) (136).
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DOSAJE DE CORTICOSTERONA EN SUERO

Se llevd a cabo el dosaje de corticosterona en suero mediante
radioinmunoensayo (RIA) utilizando un kit CH) disponible comercialmente (ICN
Biomedicals, Costa Mesa, CA, USA). El limite de deteccion fue de 30 ng/ml y los
coeficientes de variacion entre ensayos fueron de 7 a 10%. Este estudio se realizo tanto
en ratones normales como adrenalectomizados. La adrenalectomia bilateral se practico
en ratones BALB/c de 2-3 meses de edad, a los que luego se proveyo de solucion salina

fisiologica y agua ad libitum

DOSAJE DE TNFa (TRANSFORMING GROWTH FACTOR ALFA) EN SUERO

Se utiiliz6 un ensayo de citotoxicidad sobre células de la linea L929, medido
colorimétricamente (737). Brevemente, las células L929 en crecimiento exponencial
fueron sembradas en microplaca (3 x 10°/ml) e incubadas a 37°C durante 18 hs. Se
sembraron luego las muestras de suero en diluciones seriadas y TNF a recombinante
(usado como control positivo, en distintas concentraciones entre 4 y 1000 pg/ml) e
incubadas por 24 hs a 37°C en presencia de Actinomicina D (1 pg/ml). Se realizaron
controles de supervivencia con medio de cultivo. Se removieron las muestras (y las
células despegadas) y se tifieron las muestras con Violeta de Gensiana 0.05% en
metanol 20%. Luego de 10 min, se lavo y las células tefitdas fueron despegadas con
acido acético 33% y leve agitacion. Las placas fueron leidas en espectrometro a 550 nm
(Organon Tecnika, Argentina). Se utiliz6 antisuero policlonal anti-(TNF a r) (SIGMA)
(30 min a 37°C), que no cruza con TNF f ni otra citoquina conocida, utilizando 30 pl de
una dilucién 1/20, que es capaz de inhibir todas las concentraciones de TNF a probadas

en la curva de calibracion.
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DOSAJE DE NITRITOS (NO2) EN SUERO DESPROTEINIZADO DE
RATONES PORTADORES DE TUMOR.

a) Desproteinizacion de los sueros.

Se realizd la desproteinizacion de los sueros de ratones normales y portadores de tumor
mediante la utilizacion de rivanol. El método consiste en incubar 250 ul de suero con 750
ul de rivanol 0,4%, durante 15 min a temperatura ambiente, y luego centrifugar 15 min a
10000g.

b- Reduccién de nitratos (NO5) a nitritos (NO»).

Se utiliz6 la enzima nitrato reductasa (Gibco) para reducir los nitratos a nitritos.

c- Determinacion de nitritos.

La concentracion de nitritos en sueros fue utilizada como indicador del oxido nitrico (NO)
en el suero de los ratones normales y portadores de tumor. Se utilizo la reaccion de Griess
con una curva standard de nitnito de sodio (738). Brevemente, se incubé 50 ul de suero
desproteinizado con 100 ul de reactivo de Griess (mezcla de iguales volumenes de
solucion 1% de sulfanilamida en HClI 1M, con 0,1% dihidrocloruro de N+(1-
naftil)etilendiamina en agua). La incubacion se realizo durante 30 minutos en oscuridad,
por triplicado en microplacas de 96 wells Posteriormente se midi6 la absorbancia a 550 nm

en un lector de microplaca (Dynatech, Mamnes La-Coquette, Francia).

ANALISIS ESTADISTICO
Se utilizaron el test "t" de Student, el test de X* y el analisis de correlacion de
Spearman. Las diferencias entre grupos se consideraron significativas cuando el P fue

<0.05.
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Resultados

Primera parte: Estudio comparativo de la resistencia concomitante inducida por
nueve tumores murinos de distintos grados de inmunogenicidad.

Curvas de crecimiento de los nueve tumores murinos estudiados.

Los nueve tumores murinos estudiados en este trabajo se presentan en la Tabla

1. Se estudio la cinética de crecimiento de cada uno de ellos en ratones BALB/c (Figura

1)

Tabla I. Tumores murinos estudiados.

Tumor Tipo histologico Origen
MC-B Fibrosarcoma Inducido (MC) (BALB/c)
MC_C “ ?”
MC_D “ ?”
MNU-2.1 Carcinoma Inducido (MNU) (BALB/c)
MNUMPA-1.1 “ Inducido (MNU + MPA) (BALB/c)
M3 “ Espontineo (BALB/c)
C7HI “ Inducido (MPA) (BALB/c)
L15 Linfoma Espontineo (AKR)
LB “ Espontineo (BALB/c)

(MC: metilcolantreno; MNU: metilnitrosourea; MPA: acetato de

medroxiprogesterona)
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Figura 1. Cinéticas de crecimiento de los nueve tumores murinos utilizados en este
trabajo. Las células tumorales (5 x 10%) fueron inoculadas por via subcutanea en

ratones BALB/c.
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Grado de inmunogenicidad

Se evalu6 el grado de inmunogenicidad de estos tumores en ratones BALB/c.

Se utilizaron distintos ensayos de inmunizacion: implantacion y extirpacion
tumoral, pretratamiento con células tumorales irradiadas y pretratamiento con dosis
subletales. Dado que los resultados obtenidos por los distintos métodos fueron similares,

se analizaron en conjunto. Se determiné la DT50 (dosis tumoraly), ésto es, la cantidad

de células que es necesario inocular para que el tumor crezca en el 50% de los ratones
inoculados, antes y después de la inmunizacion. Se calcul6 el grado de inmunogenicidad
determinando cuantas veces habia aumentado la DTsq del tumor inoculado en una
animal que habia sido inmunizado vs la DTs, del tumor inoculado en un ratén normal.
Los resultados se muestran en la Tabla II, donde se ordena a los tumores en
grado decreciente de inmunogenicidad, desde el tumor mas inmunogénico, el L15, al

menos inmunogénico, el LB.



Resultados

Tabla II. Immunogenicidad de nueve tumores murinos, expresada como el namero
de veces que aumenta la DTsy del tumor en los ratones BALB/c inmunizados con
respecto a los ratones BALB/c controles.

DTs, (media + ES)°
Cociente
Tumores Control Immunizado (immuniz./
control)
Leucemia L15 224 000b + 55 000 >25 000 000° (n=47) >111.61
(n"=52)
Fibrosarcoma MC-D | 54 500 + 6 300 (n=45) >2 690 000° (n=14) >49.36
Fibrosarcoma MC-C | 50 900 + 8 960 (n=48) >2 240 000° (n=27) >44.01
Carcinoma de mama | 42 800 + 11 600 (n=46) | 409 000 + 109 000° (n=11) 9.56
MNUPMPA-1.1
Fibrosarcoma MC-B | 42 825 + 3 550 (n=69) | 232 000 + 169 000° (n=36) 542
Carcinoma de mama | 45600 +7 110 (n=42) | 196 000 + 47 700* (n=11) 4.30
MNU-2.1
Carcinoma de mama | 18 500 + 4900 (n=32) | 43300+ 12000 (n=27) 2.34
M3
Carcinoma de mama | 5500+ 800 (n=34) 6 167 + 667 (n=22) 1.12
C7HI
Leucemia LB 1170+ 110 (n=64) 1110+ 170 (n=75) 0.95

a: cantidad de células que es necesario inocular por via s.c. para que el tumor
crezca en el 50% de los ratones inoculados.

b: n=niumero de ratones

c: P<0.001; d: P<0.05 (test t-Student)

49




Resultados

Resistencia concomitante generada por nueve tumores murinos en
ratones BALB/c.

Se inocularon ratones BALB/c por via s.c. en el flanco derecho con 5 x 10°
células tumorales: L15 (n=99), MC-D (n=106), MC-C (n=136), MNUMPA-1.1
(n=61), MC-B (n=115), MNU-2.1 (n=70), M3 (n=80), LB (n=96) y C7THI (n=26). A
partir de aqui, a distintos intervalos, se realizo un segundo indculo con células del
mismo tumor en el flanco contralateral. Este segundo inéculo se hizo con diferentes
dosis de células (entre 10’y 2.5 107 células) para poder evaluar la intensidad de la RC
mediante el calculo de la ""Dosis Tumoral 5" (DTso) del tumor secundario, o sea la
cantidad de células tumorales que es necesario inocular para que se desarrolle el tumor
secundario en el 50% de los ratones desafiados. El grupo control recibi6 solamente este
"segundo"” indculo tumoral en el flanco izquierdo y se utilizo un nimero de ratones (n)
en un rango de 28 -para los tumores menos estudiados- hasta 204 -para los tumores que
seran modelos a utilizar en esta tesis, el MC-C y el LB-.

Los resultados correspondientes a la totalidad de los tumores estudiados se

muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Resistencia concomitante (RC) generada por nueve tumores murinos en
ratones BALB/c. La RC se expresa como el cociente entre la DTso del tumor
secundario en ratones portadores de un tumor primario dividido la DTsy en ratones
controles (ordenadas). El titulo del grupo control es = 1 (- - -).En las abcisas se indica el
volumen del tumor primario en el momento de realizar el segundo implante tumoral.
Para el tumor LB, debido a su rapida cinética de crecimiento, los valores corresponden a
la media entre el volumen del tumor primario al momento de realizar el segundo
implante y el momento en que éste se hace palpable en los controles.

Cada punto representa la media + ES de 2 a 6 experimentos. Por simplicidad los
cocientes mayores o iguales a 100 se grafican como: 100. El primer pico de RC fue
mayor que el control para: MC-D (P<0.01), MC-C (P<0.05), MNUMPA-1.1 (P<0.05),
MC-B (P<0.01) y MNU-2.1 (P<0.05). El segundo pico de RC fue mayor que el control
para todos los tumores excepto el C7THI: MC-D (P<0.01); MC-C, MNUMPA-1.1, MC-
B, MNU-2.1 y M3 (P<0.05) y LB (P<0.001). El tumor L15 mostr6 RC a lo largo de
todo su desarrollo.(P<0.001) (test t- Student).
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Como puede observarse en un analisis global, se detectaron dos picos maximos
de resistencia concomitante que se manifestaron en distintas etapas del desarrollo del
tumor primario:

A) La resistencia concomitante (RC) fue alta cuando el segundo in6culo se
realizaba temprano en el crecimiento del tumor primario (cuando éste tenia un volumen
menor de 500 mm®). Comparando a los distintos tumores entre si, se observo una
correlacion positiva entre la magnitud de este primer pico de RC y el grado de
inmunogenicidad de los tumores estudiados, ésto es, cuanto mas inmunogénico era el
tumor, mayor era la RC. Reciprocamente, cuando la inmunogenicidad era débil (tumor
M3) o indetectable (LB y C7HI) el primer pico no se observaba (Tabla III A).

B) Con excepcion del tumor L15 (para el cual la RC se mantuvo alta a lo largo
de todo el desarrollo tumoral), en etapas intermedias del crecimiento del tumor primario
(500-1500 mm*), no se detecto RC.

C) Llamativamente, se detectd nuevamente RC cuando el segundo desafio se
realizaba en el momento en que el tumor primario era grande (2500-4000 mm”). La
magnitud de este segundo pico de RC, a diferencia del primero, fue independiente de la
inmunogenicidad del tumor (Tabla III B). Por ejemplo, se obtuvieron valores similares
en el segundo pico de RC para los tumores L15 y LB, a pesar de las enormes diferencias
en su capacidad de generar respuesta inmune. Por otro lado, el tumor C7HI fue el unico
incapaz de generar RC a lo largo de todo su desarrollo. Este tumor, similarmente a lo
que ocurre con el tumor LB, no genera inmunogenicidad detectable y sin embargo
ambos tumores poseen enormes diferencias en su capacidad de generar el segundo pico
de RC.

Una observacion interesante acerca del tumor C7HI es que, a diferencia de todos

los demas tumores estudiados, es altamente metastasico, y es el unico que no induce
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RC, lo cual sugiere una correlacion entre capacidad de generar RC e inhibicion del

desarrollo metastasico.
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Tabla III A. Correlacion entre el grado de inmunogenicidad del tumor y la
intensidad del primer pico de resistencia concomitante.

Intensidad del primer pico de RC

Grado de inmunogenicidad (nimero de veces que aumenta la
Tumor (aumento de la DTso luego de DT s del tumor secundario en
la inmunizacion) portadores de un tumor primario
pequefio con respecto al grupo
control)

L1s >111.61 >100
MC-D >49.36 2225
MC-C >44.01 17.46
MNUMPA-1.1 9.56 10.00
MC-B 542 6.36
MNU-2.1 4.30 2.00
M3 2.34 2.50
C7HI 1.12 1.30
LB 0.95 2.02
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Figura 3. Correlacion entre el grado de inmunogenicidad del tumor y la intensidad
del primer pico de resistencia concomitante. Representacion grafica de los datos
mostrados en la Tabla III A. Coeficiente de correlacién (r): 0.9551; P<0.0001
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Tabla III B. Ausencia de correlacién entre el grado de inmunogenicidad del tumor
y la intensidad del segundo pico de resistencia concomitante,

Intensidad del segundo pico
Grado de inmunogenicidad | de RC (aumento de la DTs,
Tumor (aumento en la DTs, luego del tumor secundario en
de la inmunizacion) presencia de un tumor
primario grande con
respecto al grupo control)

L15S >111.61 >100
MC-D >49.36 6.01
MC-C >44.01 14.20
MNUMPA-1.1 9.56 6.81
MC-B 5.42 7.50
MNU-2.1 4.30 5.62
M3 2.34 8.20
C7HI 1.12 1.20
LB 0.95 >330.00
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Figura 4. Ausencia de correlacién entre el grado de inmunogenicidad del tumor y
la intensidad del segundo pico de resistencia concomitante. Representacion grafica
de los datos mostrados en la Tabla IIII B.Coeficiente de correlacion de Spearman (r):

0..0112 (no significativo).
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Rol del timo en el fenémeno de resistencia concomitante

Con el objeto de evaluar la participacion del timo en el fendmeno de RC, se
estudio la resistencia concomitante generada por los nueve tumores en ratones
genéticamente atimicos (rude).

Como podemos observar en la Figura §, para los 8 tumores inductores de RC
(L15, MC-D, MC-C, MNUMPA-1.1, MC-B, MNU-2.1, M3 y LB) (n=12-32 ratones
por grupo) solo se observd RC en ratones nude cuando el tumor primario era grande
(>2000 mm’*), correspondiente al segundo pico de RC.

Estos resultados nos permitieron concluir que:

1) El primer pico de RC (que se da en los tumores inmunogénicos) es
dependiente del timo, ya que se manifiesta en ratones eutimicos pero no en ratones
nude.

2) El segundo pico de RC -que no depende del grado de inmunogenicidad del
tumor y se exhibi6 en todos los tumores estudiados, excepto el C7THI que no es inductor
de RC- es independiente de la presencia del timo, dado que aparece tanto en ratones

eutimicos como en ratones nude.
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DTwo del tumor 2° en portadores de un tumor 1°
DTso en ratones controles

Resultados

MC-C
g $ 1
| MNUMPA-1.11 | MC-B] | MNU-2.1
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volumen del tumor 1° (mm3)

Figura 5. Resistencia concomitante (RC) generada por nueve tumores murinos en
ratones nude. La RC se expresa como el cociente entre la DTso del tumor secundario en
ratones portadores de un tumor primario dividido la DTs en ratones controles
(ordenadas). En las abcisas se indica el volumen del tumor primario en el momento de
realizar el segundo implante tumoral. Para el tumor LB, debido a su rapida cinética de
crecimiento, los valores corresponden a la media entre el volumen del tumor primario al
momento de realizar el segundo implante y el momento en que éste se hace palpable en
los controles.

Cada punto representa la media de 2 a 4 experimentos. Por simplicidad los cocientes
mayores o iguales a 100 se grafican como:100. El “segundo pico de RC” fue mayor que
el control para todos los tumores (P<0.05, test t-Student).excepto el C7THI.
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Estudio del grado de especificldad de la resistencla concomitante

Para estudiar la especificidad de este fendmeno, ratones BALB/c portadores del
tumor MC-C, L15 (ambos fuertemente inmunogénicos), M3 (levemente inmunogénico)
o LB (de inmunogenicidad no detectable) fueron inoculados en el flanco opuesto con
células de un tumor distinto del primario (MC-B, LB o C7HI). Es importante aclarar
que estos tumores no presentan inmunidad cruzada con los antes mencionados, evaluada
por ensayos clasicos de implantacion-extirpacion.

Como se muestra en la Tabla IV A, los tumores MC-C y L15, en las primeras
etapas de su desarrollo (primer pico de RC) fueron incapaces de inhibir un segundo
implante tumoral realizado con células de otro tumor. Por el contrario, todos los
tumores estudiados, una vez alcanzado cierto volumen (segundo pico de RC) (Tabla IV
B) fueron capaces de inhibir implantes secundarios no relacionados.

Los resultados indican que el primer pico de RC (generado s6lo por tumores
inmunogénicos) es especifico y por el contrario, el segundo pico de RC (comun a

tumores inmunogénicos y no inmunogénicos) tiene un componente inespecifico.
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Tabla 1V A. Especificidad del primer pico de resistencia concomitante.

Resultados

Nuamero de tomas del tumor secundario : total

umor secundario

primario)

Li1s MC-C LB MC-B
Tumor primario
L15 0:11* - 9:10 -
MC-C - 8:39* 12:14 6:6
Control (sin tumor 15:24 124:168 17:18 10:10

Ratones portadores de un tumor primario fuertemente inmunogénico (L15 o MC-
C) de pequeiio volumen fueron desafiados en el flanco contralateral con 10° células
L15, MC-C 0 MC-B o 5 x 10° células LB (*: P<0.005; test X* comparando con al

grupo control (sin tumor primario)).




Tabla IV B. Inespecificidad del segundo pico de resistencia concomitante.

Resultados

Niamero de tomas del tumor secundario : total
Tumor
ecundario
Ll5 MC-C M3 LB MC-B C7HI

Tumor

primario

L15 0:13%2» 0:6***

MC-C 12:26%** T:15%* 1:5%+

M3 8:16*** 3:8* 2:6

LB 0:18%%* 0:5*
Sin tumor 15:24 124:168 29:30 65:79 125:136 5:5
primario

(control)

Ratones portadores de un tumor primario de gran volumen fueron desafiados en el
flanco contralateral con 10° células L15, MC-C, M3 y MC-BoSx 10* células LB.
En el caso en que se utiliza el tumor C7HI (de crecimiento lento), éste se inocula 10

dias antes que el tumor LB (de crecimiento rdpido).

(*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.005, test X* con respecto al grupo control (sin
tumor primario)).
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Estudio de la capacidad del tumor secundario de reanudar su crecimiento
al extirpar el tumor primario

Para estudiar si la inhibiciéon del tumor secundario requeria de la presencia
continua del tumor primario, se extirp6 el tumor primario MC-C a ratones que habian
recibido un segundo implante tumoral cuando portaban un tumor primario de 200-500
mm’ 0 >2000 mm’ y que habian logrado rechazar el segundo implante. Luego de la
extirpacion, se observo que el segundo implante tumoral en ratones portadores de un
tumor primario pequefio no fue capaz de retomar su crecimiento, mientras el tumor
secundario inoculado en portadores de tumores grandes reanudo su crecimiento (Tabla
V).

Estos resultados indican que el primer pico de RC no revierte al extirpar el

tumor primario, mientras que el segundo pico de RC en cambio, es al menos en parte,

reversible.
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Tabla V. Estudio de la capacidad del tumor secundario de reanudar su crecimiento

al extirpar el tumor primario.

Grupos Nimero de tomas tumorales / numero de
rafones inoculados
Ratones portadores de un tumor MC-C 0:10
500 mm’
Ratones ex — portadores de un tumor MC- 0:10
C 500 mm’
Ratones portadores de un tumor MC-C> 0:6
2000 mm’
Ratones ex — ?ortadores de un tumor MC- 6:6*
C > 2000 mm
Ratones controles 12:12

Ratones BALB/c portadores de un tumor MC-C de 200-500 mm’® (n=10) o > 2000
mm’ (n=6) y ratones controles (n=12) recibieron un segundo implante tumoral con
5 x 10° células MC-C. Se midié la incidencia del tumor secundario y al cabo de 10
dias se extirpé el tumor primario. Se realizé una simulacién de esta operacién en
los ratones controles (SHAM). A partir de aqui se evalué si el tumor
secundario.era capaz de retomar su crecimiento.

*: P<0.05 (test X%, comparando el grupo al que se extrip6 el tumor primario con el

grupo portador de ese tumor)
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El conjunto de los resultados presentados en esta Primera Parte sugiere que a
lo largo del desarrollo del tumor primario, se generan dos picos temporalmente
separados de RC: El primer pico es exhibido sélo por los tumores inmunogénicos de
pequeito volumen; en este punto la inhibicion del tumor secundario es timo-
dependiente, especifica e irreversible. El segundo pico de RC es generado por tumores
de gran volumen y es comiin a tumores inmunogénicos y no inmunogénicos, es timo-

independiente, inespecifico y al menos en parte reversible.
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Segunda parte: Estudio de las alteraciones que se producen en el tumor secundario

MC-C o LB inhibido por resistencia concomitante.

Examen histolégico del tumor secundario MC-C y LB inhibido por RC.

Tomando como modelos de estudio al tumor inmunogénico MC-C y al tumor de
inmunogenicidad no detectable LB se llevo a cabo un examen microscdpico del
segundo implante tumoral inhibido por RC. En una primera fase se analizaron los
siguientes parametros: tamafio del implante tumoral secundario, aspecto de las células
tumorales, grado de infiltracion linfocitaria y grado de necrosis.

Para el caso del tumor MC-C se llevo a cabo el siguiente procedimiento: se
inocularon 18 ratones BALB/c con 5 x 10° células del tumor MC-C en el flanco
derecho. A distintos tiempos a partir de aqui (12, 20 y 28 dias, cuando el tumor tenia un
volumen de 244.4 + 61.8 mm® 1418.6 + 68.6 mm’y 3797.8 + 487.3 mm’
respectivamente; n= 6 por grupo), se llevo a cabo un segundo indculo igual al primero
en el flanco izquierdo. El grupo control sélo recibié este segundo implante. Luego de 7
dias (que es el momento en que empiezan a detectarse diferencias entre los grupos
experimental y control) se realizaron los cortes de piel del sitio del segundo implante.

El examen histologico del segundo implante tumoral MC-C revel6 un gran
desarrollo del tumor MC-C en el grupo control (Fotografia 1), mientras que en los
grupos experimentales, o sea en presencia de un tumor primario, se obtuvieron distintos
resultados segin el momento en que se habia realizado el segundo in6culo:

A) En el grupo en que el desafio secundario se habia realizado cuando el raton

portaba un tumor primario MC-C de 12 dias de evolucion (primer pico de RC) se
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observo un implante tumoral secundario de muy pequefias dimensiones. Este tumor
present6 importantes cambios degenerativos caracterizados por una necrosis masiva
(con pérdida de limites celulares y con aparicion de depdsitos de calcio) acompafiada de
infiltracion linfocitaria localizada, siendo éstos, signos caracteristicos de un rechazo
inmunolégico convencional, frecuentemente observados en las respuestas contra
implantes alogeneicos (Fotografia 2).

B) En el grupo que habia recibido el segundo indculo tumoral cuando portaba un
tumor primario de 30 dias (segundo pico de RC), el segundo implante tumoral fue
inhibido. Sin embargo, a diferencia del primer pico de RC, no se observaron los signos
descriptos para el grupo anterior: no hubo necrosis ni infiltracion por células del
huésped (Fotografia 3).

Cabe mencionar que en el grupo en que el tumor secundario se implanté cuando
el tumor primario era de 20 dias, y que no presenté inhibicion de este tumor secundario
(etapa en que, como se mostro anteriormente, la RC decae), el tumor secundario fue
similar al del grupo control, en cuanto al tamafio del tumor y al aspecto de las células
(Fotografia 4)

Como tumor no inmunogénico, se estudio al tumor LB. Este, como se mostro
anteriormente, genera una fuerte RC cuando el tumor primario es grande (solo se
presenta el "segundo pico" de RC). A diferencia de lo observado con el grupo control,
donde las células tumorales invaden la capa muscular y la dermis, el examen histologico
del segundo implante del tumor LB (10’ células, n=8 ratones) -en presencia de un tumor
primario LB >2000 mm’- se mantuvo delimitado y de pequefias dimensiones, con
células preservadas y sin signos de necrosis, todo lo cual es similar a lo descripto para el

segundo pico de RC generada por el tumor MC-C (Fotografia 5).
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En resumen, el examen histolégico del segundo implante tumoral MC-C
inhibido por RC mostr6 que el primer pico de RC fue acompafiado de un importante
infiltrado linfocitario localizado y una necrosis masiva, fenémenos que por el contrario
estuvieron ausentes en el segundo pico de RC. Este segundo pico de RC presento
caracteristicas similares a las observadas en el tumor secundario LB, de
inmunogenicidad no detectable.

Dado que de los dos, el segundo pico de RC ha sido mucho menos estudiado y
representa el componente de RC comiin a todos los tumores, independientemente de su

inmunogenicidad, a partir de aqui, focalizaremos nuestro estudio sobre él.
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Fotografia 1. Grupo control MC-C. Observacion con bajo aumento (x 25) de un
tumor MC-C de 7 dias de evolucion. Tincion: Hematoxilina & Eosina (H&E). Inset:

vision macroscopica del preparado.
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Fotografia 2. Resistencia concomitante inducida por un tumor primario MC-C de
pequeiio tamaiio (Primer pico de RC). H&E. a) Observacion con bajo aumento (x
25) de un tumor secundario MC-C de 7 dias de evolucion inoculado s.c. en el flanco
izquierdo de un raton BALB/c portador de un tumor primario MC-C de 200-400 mm’
en el flanco derecho. De arriba hacia abajo: epidermis, dermis, banda de fibras
musculares, y debajo, el tumor. Notese el alto grado de necrosis en el centro del tumor,
con pérdida de los limites celulares y con menor tincién, y el importante infiltrado
linfocitario.
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Observacion con mayor aumento (x 125) del tumor secundario MC-C descripto en la
fotografia anterior. b) Notese la banda periférica de células tumorales conservadas y la
zona central necrotica (N) y ¢) el infiltrado linfocitario ().
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Fotografia 3. Resistencia concomitante generada por un tumor primario MC-C de
gran tamaiio (Segundo pico de RC). H&E. Observacion con bajo aumento (x 25) de
un tumor secundario MC-C de 7 dias de evolucion inoculado s.c.en el flanco izquierdo
de un raton BALB/c portador de un tumor MC-C de mas de 2000 mm’. De arriba hacia
abajo: epidermis, dermis, banda muscular y tumor. Se observa su tamafio tumoral
disminuido con respecto al control y no se observan areas de necrosis ni infiltrado
linfocitario. Inset: vision macroscopica del preparado
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Fotografia 4. Tumor secundario MC-C en presencia de un tumor primario MC-C
de 1000-1500 mm’. Observacion a bajo aumento (x 25) de un tumor secundario MC-C

de 7 dias de evolucion. H&E.
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Fotografia 5. Resistencia concomitante generada por el tumor LB. H&E.
a) Grupo control. Observacion (x 25) de un tumor LB de 7 dias de evolucion.

b) Grupo experimental. Observacion (x 25) de un tumor secundario LB de 7 dias de
evolucion inoculado en ratones BALB/c portadores de un tumor LB >2000 mm’.

Inset: vision macroscopica del preparado.
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Estudio de los patrones de proliferacién y muerte celular en el tumor
secundario MC-C o LB inhibido por RC.

Con el objeto de determinar el tipo de inhibicion a nivel de la célula tumoral, se
estudiaron distintos parametros de proliferacion y muerte celular en los tumores
secundarios MC-C o LB inhibidos por RC, analizando el segundo pico de RC (o sea en
presencia de un tumor primario de gran volumen) descripto en secciones anteriores.

Para estudiar el grado de proliferacion se realiz6 en primer término, un recuento
de células en mitosis por campo de alto aumento sobre cortes histologicos del tumor
secundario inhibido por RC. Asimismo, se estudio la expresion del Antigeno Nuclear de
Proliferacion Celular o PCNA, que es un marcador de células en activa proliferacion.

Por otro lado, se estudi6 el grado de muerte celular por apoptosis mediante el
recuento de células en apoptosis por campo de alto aumento sobre los cortes del tumor
secundario inhibido por RC. Se utilizé un criterio morfol6gico, tomando en cuenta las
siguientes caracteristicas: condensacion del citoplasma con aumento de eosinifilia,
condensacion de la cromatina, marginalizacion de la cromatina y formacion de cuerpos
apoptoticos. Estos estudios fueron luego confirmados mediante el uso de técnicas
inmunohistoquimicas especificas para detectar fragmentacion del DNA, utilizando la
enzima "deoxinucleotidil transferasa terminal” (TdT).

Se observo una disminucion significativa en el nimero de mitosis por campo en
el tumor secundario MC-C con respecto a su control (3.05 veces, P<0.005) (Figura 6
A). En concordancia con este resultado, se detecté también una disminucion
significativa (2 veces, P<0.,05) en el nimero de células "PCNA positivas" por campo,

en el segundo implante tumoral MC-C con respecto al grupo control (Figura 6 B).
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Se detectd un incremento en el nimero de células en apoptosis por campo en el
segundo implante tumoral MC-C (2.09 veces, P<0.05) inhibido por RC (Figura 6 C).

Variaciones similares en estos parametros de proliferacion y muerte celular
fueron encontradas en el tumor secundario LB inhibido por RC (Figura 7 A, By C).

En las Fotografias 6 a 9 se muestran algunos casos ilustrativos.
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Figura 6. Disminucién en el nimero de células proliferantes y aumento en el
numero de células en apoptosis, por campo microscopico, en el tumor secundario
MC-C inhibido por la presencia de un tumor primario de gran volumen. a)
Recuento de células en mitosis, b) deteccon del Antigeno Nuclear de Proliferacion
Celular (PCNA) y c) recuento de células en apoptosis.*: P<0.05; **: P 0.005 (test t-
Student); n=6 ratones por grupo; se analizaron 30 campos por corte hisrtologico, con un
ds<15% dentro de cada muestra.
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A)

B)

control portador de un tumor
pirmarfo LB

Figura 7. Disminucioén en el nimero de células proliferantes y aumento en el
numero de células en apoptosis por campo microscopico, en el tumor secundario
LB inhibido por la presencia de un tumor primario de gran volumen. a) Recuento
de células en mitosis, b) deteccon del Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular
(PCNA). y ¢) recuento de células en apoptosis. *: P<0.05, **: P<0.0001 (test t-Student);
n=6 ratones en el grupo experimental, n=8 ratones en el grupo control; se analizaron 30
campos por corte histologico, con un ds<15% dentro de cada muestra.
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Fotografia 6. Tumor MC-C de 7 dias de evolucién inoculado en ratones BALB/c
(grupo control). a) Tincion: H&E (A= x 500); b) marcacion inmunohistoquimica para
deteccion de apoptosis (A= x 500) (contrastado con hematoxilina).

77




Resultados

"?a.‘ lb;z

~,

.¢) marcacion inmunohistoquimica para deteccion de PCNA (A: x 1250).
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Fotografia 7. Tumor MC-C de 7 dias de evolucion inoculado en ratones BALB/c
portadores de un tumor primario MC-C >2000 mm’ (grupo experimental). a)
tincion: H&E (A= x 500); b) marcacion inmunohistoquimica para deteccion de
apoptosis (A= x 500).
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¢) marcacion inmunohistoquimica para deteccion de PCNA (A:= x 1250).
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Fotografia 8. Tumor LB de 7 dias de evolucién inoculado en ratones BALB/c
(grupo control). a) Tincion: H&E (A= x 500); b) marcacion inmunohistoquimica para
deteccion de apoptosis (A= x 500) (contrastada con hematoxilina).
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¢) marcacion inmunohistoquimica para deteccion de PCNA (A: x 1250).
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Fotografia 9. Tumor secundario LB de 7 dias de evolucion inoculado en ratones
BALB/c portadores de un tumor primario LB > 2000 mm’ (grupo experimental).
a) Tincion: H&E (A= x 500); b) marcacion inmunohistoquimica para deteccion de
apoptosis (A= x 500) (contrastada con hematoxilina).
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¢) marcacion inmunohistoquimica para deteccion de PCNA (A: x 1250).
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El estudio de la induccién de apoptosis fue profundizado utilizando técnicas de
citofluorometria de flujo. Para ello se eligié como modelo de estudio al tumor LB, ya
que por su naturaleza linfoidea resulta mas adecuado para el uso de esta metodologia.
Se obtuvieron células LB a partir del segundo implante tumoral subcutaneo cuyo
crecimiento estaba restringido por la presencia de un tumor primario LB.

Como paso previo, para confirmar que las células obtenidas eran LB y no
posibles contaminantes normales del tejido subcuténeo (fibroblastos, células epiteliales)
se realizo una marcacion de las células extraidas con anticuerpos dirigidos contra el
marcador LFA-1 (1 (Lymphocyte-Function-Associated Antigen, cadena a), cuya
expresion por parte de las células LB habia sido demostrada previamente (722).
Nuestros estudios revelaron que las células obtenidas expresaban este antigeno (Figura

8), con un patron similar al descripto para células LB puras (122).

m«'u.m

Figura 8. Perfil de fluorescencia de las células extraidas de un tumor subcutdneo
LB marcadas con anticuerpos dirigidos contra el antigeno de superficie LFA-1.
Las células LB (10°) fueron resuspendidas en buffer e incubadas con anticuerpos
monoclonales contra el antigeno de membrana LFA-1 (Lymphocyte-Function-
Associated Antigen) marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), lavadas y
fijadas. La intensidad de fluorescencia fue analizada por citometria de flujo. Se muestra
un experimento representativo, donde se observa que la poblacion mayoritaria expresa
el antigeno LFA-1. Histograma de la izquierda: autofluorescencia; histograma de la
derecha: fluorescencia debido al binding del anticuerpo anti-LFA-1 conjugado a FITC.
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A partir de aqui, se realiz6 la tincion de las células LB extraidas del tumor
secundario inhibido por RC, con el fluorocromo ioduro de propidio y se analizaron los
resultados mediante citofluorometria de flujo. A partir del perfil de DNA de las células
analizadas, se estudio la aparicion de un pico de contenido hipodiploide de DNA (sub-
Go) caracteristico de la apoptosis.

El tumor secundario LB, cuyo desarrollo estaba inhibido por la presencia del
tumor primario, mostro un significativo aumento de la poblacion apoptotica comparado

con el grupo control (Figuras 9 y 10).
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X de céidas en apoptosis

control portador de
tunor primario

Figura 9. Induccién de apoptosis en el tumor secundario LB inhibido por RC, en
ratones BALB/c. El % de células en apoptosis se calcula en base a los histogramas de
numero de células vs contenido de DNA por célula (FL-3 H) obtenidos por
citofluorometria de flujo, en los cuales aparece un pico hipodiploide. Se grafica el
promedio + ES de 12 ratones analizados. Se compara el nimero de células en apoptosis
en el grupo experimental vs el grupo control mediante el test t-Student (*: P<0.01).
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Grupo control Grupo experimental

Figura 10. Induccion de apoptosis en el tumor secundario LB inhibido por RC, en
ratones BALB/c. Se muestran los histogramas de la fluorescencia FL-3 H, donde la
fluorescencia del ioduro de propidio representa el contenido de DNA por célula. La
flecha indica el pico hipodiploide correspondiente a la poblacion en apoptosis.
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Induccién de alteraciones en ia distribucién en el ciclo celular.

Las células tumorales y normales se encuentran distribuidas en las distintas
etapas del ciclo celular: fase S o de sintesis de DNA, fase M o de mitosis e interfases
Go, G1 y Gg, siendo identificables en base a su contenido de DNA caracteristico,
utilizando un fluorocromo que tifie el DNA.

Nos propusimos determinar si en el tumor secundario LB inhibido por RC se
observaba algiin cambio en la distribucion de las células en las distintas etapas del ciclo
celular debido a la presencia del tumor primario.

Para ello, una vez extraido el tumor secundario LB inhibido por RC, se realizo la
tincion con ioduro de propidio (con o sin fijacion previa de las células) y mediante
citofluorometria de flujo y software apropiado, se analizo la poblacion de células
"vivas" o no apoptoticas y su distribucion en las distintas fases del ciclo celular. Las
distintas fases (o rangos) del ciclo celular (Go-Gy, S y G2-M) se definieron en términos
de las unidades de fluorescencia (ioduro de propidio) en las abcisas. Los porcentajes de
células en cada una de estas fases se calcularon a partir de los histogramas elaborados
de acuerdo con el contenido de DNA.

El tumor secundario LB inhibido por RC mostré disrupciones en el ciclo
celular, de las cuales las mas pronunciadas fueron el crecimiento de la fraccion de
células en fase S y la disminucion de las fases Ga-M y Go-G; (Tabla VI).

En la Figura 11 se pueden observar los perfiles de “contenido de DNA* del

grupo experimental y control correspondientes a un experimento representativo.
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Tabla VI. Alteraciones en la distribucion en el ciclo celular en el tumor secundario
LB inhibido por RC.

Fases del ciclo celular

Go-G 1 S G2-M
Tumor secundario 66.7+ 1.4* 29.7** + 0.6 3.5**+ 1.3
inhibide por RC
Tumor control 75.6 + 3.9 109 + 4.9 9.8+1.1

Ratones BALB/c portadores de un tumor primario LB recibieron un segundo
inéculo de células LB en el flanco opuesto; el grupo control no tiene tumor
primario.

Los tumores secundarios fueron extraidos luego de 7 dias y analizados.

Los porcentajes de células en cada fase fueron calculados en base a los histogramas
de “contenido de DNA” (FL2-drea) (ver Figura 11) utilizando software apropiado
(ModFit LT, Becton Dickinson). Se muestran las medias + ES de 3 experimentos;
n= 12 ratones. Se compara el numero de células en cada fase del ciclo celular en el
grupo experimental vs el control mediante el test t-Student (*P< 0.05; **:P<0.005)



Number

p?llll?lllllllllTlLllwll

Resultados

a Dip GO-G1: 70.47 % at 61.92
Dip GO-G1: 85.40 % at 103.26 Dip G2-M: 0.45 9% at 121.76
Dip G2-M: 9.96 % at 205.31 _ | DD S 29.08 36 G2/G1: 1.97
Dip S: 4.64 % G2/G1: 1.99

Number
Jlllmll ll@l LLL?lJ IL?I[II?

!
L

(\iLll

Figura 11. Perfil de fluorescencia en base al contenido de DNA de las células de
un tumor secundario LB. Ratones BALB/c portadores de un tumor primario LB
recibieron un segundo in6culo de células LB en el flanco opuesto (grafico de la
izquierda); el grupo control no tiene tumor primario (grafico de la derecha). Los
tumores secundarios fueron extraidos luego de 7 dias y las células se tifieron con
ioduro de propidio. La intensidad de fluorescencia fue medida en un citometro de
flujo y las poblaciones de células en cada fase del ciclo celular fueron identificadas
en base a su contenido de DNA (FL2-A) utilizando software apropiado (ModFit LT,
Becton Dickinson). Se muestran los histogramas de FL2-A correspondientes a un
experimento representativo.
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El conjunto de los resultados presentados en esta Segunda Parte sugiere que:
el primer pico de RC (que solo es exhibido por los tumores inmunogénicos) esta

asociado a infiltracion linfocitaria y alto grado de necrosis, signos de un rechazo

inmunologico convencional,

el segundo pico de RC (comun a tumores inmunogénicos y no inmunogénicos) no
esta asociado a un rechazo inmunologico convencional, observdndose en el tumor
secundario inhibido por RC, una disminucion en el mimero de células proliferantes
-en mitosis o positivas para el antigeno PCNA-, un aumento en el numero de células
en apopiosis y alteraciones en la distribucion en el ciclo celular -aumento de la

Jraccion § y disminucion de la fraccion G ,-M y GG ,-.
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Tercera parte: Mecanismos del huésped asociados a la resistencia concomitante.

Estudio de la respuesta inmune humoral y celular, y su participacién en el
fenémeno de RC

Para el estudio del rol de la respuesta inmune antitumoral en el fenémeno de RC,

se eligio como modelos a los tumores MC-C y L15, ambos muy inmunogénicos y al

tumor LB, de inmunogenicidad no detectable.

Anticuerpos citotéxicos:

Se midi6 in vitro la actividad de anticuerpos citotéxicos en el suero de ratones
BALB/c portadores del tumor MC-C, L15 y LB, sobre las células del propio tumor
marcadas con *'Cr. El titulo de citotoxicidad mediada por anticuerpos y complemento
de cada suero se expreso en "unidades citdxicas so" (UCso) por ml, que es el factor de
dilucion del suero para el cual el % de lisis especifica es de un 50%. Como se puede
observar en la Figura 14, se pudo detectar actividad de anticuerpos citotoxicos en el
suero de ratones BALB/c portadores de un tumor L15 y MC-C, cuando el tumor estaba
en las primeras etapas de su crecimiento (titulo suero tumoral / titulo suero normal: 12.1
+ 7.6 para el tumor MC-C (P<0.05); 220.3 + 75.1 para el tumor L15 (P<0.005). Esta
actividad citotoxica decay6 a volumenes tumorales mayores, alcanzando los valores del

suero normal.
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Contrariamente a lo observado para los tumores MC-C y L15, no se detectd
actividad de anticuerpos citotoxicos en el suero de ratones portadores del tumor LB a lo

largo de todo su desarrollo.
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Figura 14. Citotoxicidad dependiente de anticuerpos y complemento en suero de
ratones BALB/c portadores del tumor L15 (-O-),MC-C(-® -)o LB (-A-).El
ensayo de citotoxicidad se llevo a cabo sobre las respectivas células tumorales marcadas
con *'Cr. Se grafica la media + ES de 3 experimentos (n=6 ratones) para cada tumor.
Titulo de anticuerpos citotdxicos en suero normal=1; *:P<0.05; **:P<0.005 (test t-
Student).
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Inmunidad mediada por células:

Se realizaron ensayos in vitro e in vivo:

Ensayos in vitro: se midio la actividad citotoxica de los esplenocitos de ratones
BALB/c portadores del tumor MC-C, L15 o LB sobre las propias células tumorales
marcadas con *'Cr. Como podemos observar en la Figura 15, los esplenocitos de
ratones portadores del tumor MC-C o L15 en las primeras etapas de su desarrolio,
exhibieron citotoxicidad contra las células tumorales significativamnete mayor que los
esplenocitos nomales. Luego, a medida que se incrementaba el volumen tumoral, la
citotoxicidad decayo abruptamente para el tumor MC-C y progresivamente para el
tumor L15 (en este ultimo caso manteniéndose niveles detectables). Si bien los niveles
de citotoxicidad fueron mucho mayores para el tumor L15 que para el MC-C, en ambos
casos se observo un patron similar segin el cual la mayor respuesta citotoxica se dio en
los primeros estadios del desarrollo del tumor, para luego decaer. Por el contrario, no se
detecto actividad citotoxica de los esplenocitos de ratones portadores del tumor LB a lo

largo de todo su crecimiento.
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Figura 15. Actividad citotéxica de esplenocitos de ratones BALB/c portadores del
tumor L15 (-0-), MC-C (-¢-) 0 LB ( A-). Las células tumorales (target) fueron
marcadas con >'Cr.; se grafica la media + SE de 4 determinaciones; *: P<0.05; **
P<0.01 (test t-Student); - - - - esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados contra L15
(control positivo); — esplenocitos normales
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Ensayos in vivo:

1) Transferencia adoptiva: Se transfirieron 10® esplenocitos de ratones portadores del

tumor MC-C por via e.v. a ratones normales que luego recibieron un inéculo por via s.c.
de 5 x 10’ células MC-C.

2) Test de Winn: Los ratones BALB/c recibieron un inéculo de células tumorales junto
con esplenocitos de ratones portadores de tumor en una relacion 100:1 por via s.c. Este
tipo de ensayo se llevo a cabo tanto para el tumor MC-C como para el tumor LB.

En el caso del tumor MC-C se logr transferir inmunidad al inocular
esplenocitos de ratones portadores de un tumor MC-C de menos de 800 mm’,
perdiéndose esta inmunidad a volimenes mayores. Similarmente, cuando se inocularon
conjuntamente esplenocitos de ratones portadores del tumor MC-C y células tumorales
(test de Winn), so6lo se detecto actividad antitumoral en los esplenocitos de portadres de
tumores pequefios. Por el contrario, no se detecté inmunidad antitumoral en los
esplenocitos de ratones portadores del tumor LB a lo largo de todo su crecimiento

(Tablas VIII y IX).
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Tabla VIII. Ensayos in vivo de inmunidad mediada por células. Transferencia
adoptiva y test de Winn utilizando esplenocitos de ratones BALB/c portadores del

tumor MC-C.
Incidencia de tomas tumorales
Origen de los Transferencia Test de Winn®
esplenocitos adoptiva®
Ratones normales 12:12 10:12
Ratones portadores 11:19* 1:6*
de un tumor MC-C
de 200-800 mm*
Ratones portadores 6:6 5:9

de un tumor MC-C
mayor de 3000 mm’

*: P<0.05 (test X%)
a: se inocularon 10° esplenocitos por via e.v. seguido de la inoculacién por vi s.c.
con 5 x 10° células MC-C.
b: se inocularon conjuntamente los esplenocitos y las células del tumor MC-C por

via s.c.
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Tabla IX . Ensayo in vivo de inmunidad mediada por células contra el tumor LB.
Test de Winn.

Origen de los esplenocitos Incidencia de tomas tumorales”
Ratones normales 5:12
Ratones portadores de un tumor LB>2000mm’ 7:12

a: Se inocularon conjuntamente 5 x 10° células del tumor LB y esplenocitos en una
relacién 100:1.

Actividad natural killer (NK):

Se midi6 la actividad NK de los esplenocitos de ratones BALB/c eutimicos y
nude portadores del tumor MC-C, mediante un ensayo in vitro sobre células YAC-1
marcadas con *'Cr. En la Figura 16 se muestra un experimento representativo de tres
realizados. Como podemos observar, la actividad NK en los ratones BALB/c eutimicos
portadores de tumor fue menor que en ratones normales, decreciendo esta actividad a
medida que el volumen tumoral era mayor. Esto sugeriria que la actividad NK no
jugaria un rol importante e indicaria que el segundo pico de resistencia concomitante,

que, como vimos antes, es inespecifico, no seria atribuible a la actividad NK.
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Figura 16. Actividad natural killer (NK) de esplenocitos de ratones BALB/c
portadores del tumor MC-C. El ensayo fue realizado sobre células de la linea YAC-1
marcadas con °'Cr.

(-O-): ratones normales; (—M-): ratones portadores de MC-C de 200-400 mm’; (-A-):
ratones portadores de MC-C de 1000-1200 mm?; (—4-): ratones portadores de MC-C
mayor de 2000 mm?; (-C1-) : control positivo (ratones inoculados con poli-IC -Inosina
Citosina-). Se muestra un experimento representativo.
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Estos resultados en conjunto muestran que en el caso de los tumores
inmunogénicos como el MC-C o L15, se genera una respuesta inmune contra el tumor
mediada por efectores clasicos de la respuesta inmune antitumoral, ya sea celulares o
humorales, que podrian estar involucrados en el fenomeno de RC solo cuando el tumor
primario es relativamente pequefio, ya que tales respuestas se ven disminuidas o
suprimidas en etapas mds avanzadas del desarrollo tumoral. En este punto, la
respuesta inmune antitumoral esta ausente y los tumores atin son capaces de inducir
RC (segundo pico de RC). Paralelamente, hemos visto que el tumor LB (que solo
presenta este "segundo pico” de RC) es incapaz de inducir en el huésped, una respuesta

inmune detectable.
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Se investigd entonces, la participacion de algunos mecanismos no

inmunolégicos en el segundo pico de RC:

Inhibicién de la neovascularizacién en el tumor secundario MC-C o LB.

En nuestro laboratorio se habia demostrado que la RC inducida por el tumor LB
involucraria al menos en parte, una inhibicion de la neovascularizacion (139). Nos
preguntamos si esta inhibicion también se producia en el caso del tumor MC-C. Para
ello realizamos estudios in vivo, acompafiados del examen histolégico del sitio del
segundo implante tumoral inhibido por la presencia del tumor primario MC-C >
2000mm’.

El crecimiento del tumor secundario comenz6 a inhibirse significativamente a
partir del dia 10, precedido de una drastica, temprana y transitoria (entre los dias 5 y 10)
disminucion en el nimero de vasos observables macroscopicamente que drenaban el
tumor secundario (Figura 17). El examen histologico de la piel del sitio del in6culo
tumoral confirmo esta observacion (Fotografia 10) detectandose, al dia 5, un menor
numero de vasos observables microscopicamente: 3.23 + 0.11 en el portador de tumor
primario vs 6.18 + 0.11 en el control (media + ds; n= 4 ratones por grupo; 20 campos
por corte;.P<0.001, test t-Student).

Esto resultados indican que la inhibicion de la angiogénesis podria estar
involucrada en el segundo pico de RC, al menos en las etapas tempranas de la

implantacion tumoral.
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Figura 17. Inhibicién de la angiogénesis en el segundo implante tumoral en ratones
BALB/c portadores de un tumor primario MC-C mayor de 2000 mm’. Se
inocularon s.c 12 ratones BALB/c con 10° células del tumor MC-C. Luego de 24 dias
(volumen tumoral >2000 mm®) se realizo un segundo implante tumoral en el flanco
opuesto. Los ratones del grupo control (n= 12) sélo recibieron este "segundo" implante.
Se examino el desarrollo del tumor secundario y paralelamente algunos ratones fueron
sacrificados (dias 5, 10 y 18) y la piel circundante al implante tumoral secundario fue
observada bajo lupa (A= x 10), realizando un recuento de los vasos que drenaban el
mismo. Se muestran las curvas de crecimiento del tumor secundario (a) y el nimero de
vasos que drenan el tumor secundario observado bajo lupa (magnificacion= x10) (b).
Los simbolos llenos corresponden al grupo experimental (con tumor primario) y los
vacios al control (sin tumor primario). *:P<0.05, **: P<0.005 (test-Student)
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Fotografia 10. Disminucion en la densidad de vasos sanguineos en el sitio del
segundo implante tumoral MC-C inhibido ?or RC en ratones portadores de un
tumor primario MC-C de mas de 2000 mm". Se inocularon ratones BALB/c normales
(arriba) o portadores del tumor primario MC-C (abajo) con células MC-C en el flanco
opuesto y 5 dias después, los ratones fueron sacrificados y la piel del sitio del segundo
implante tumoral fue fijada, procesada y tefiida con Hematoxilina & Eosina (A= x 500).
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Factores solubles antitumorales: estudio del efecto del suero de ratones
BALB/c portadores de tumor sobre la proliferacién in vitro de las células
tumorales.

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio, se habia demostrado que los sueros
de ratones portadores de tumores de inmunogenicidad no detectable ejercian una accion
ibitoria directa sobre la proliferacion in vitro de las células tumorales, que era
directamente proporcional a la intensidad de la RC in vivo. Esta actividad inhibitona in
vitro no involucra anticuerpos ni complemento sino factores de bajo peso molecular
(73).

Para extender este estudio no solo a otros tumores no inmunogénicos sino a
tumores con distintos grados de inmunogenicidad, uno de los objetivos de esta Tesis fue
estudiar cual era el efecto de los sueros de ratones BALB/c portadores de los nueve
tumores estudiados: L15, MC-D, MC-C, MNUMPA-1.1, MC-B, MNU-2.1, M3, C7THl y
LB sobre la incorporacion de (*H)timidina por las respectivas células tumorales en
cultivo.

En la Figura 18 se muestran los titulos de actividad inhibitoria de los sueros,
expresados como el cociente entre las unidades inhibitorias so (Ulso) del suero tumoral y
las Ulso del suero normal, donde cada punto representa la media + ES de 2 a 12
experimentos por tumor.

Como podemos apreciar, se observo una accion inhibitoria de la incorporacién
de CH)timidina in vitro, en el suero de los ratones portadores de todos los tumores de
gran volumen estudiados, excepto el C7HI, que no genera RC.

En la Tabla X se muestran los datos (cuentas por minuto incorporadas por las

células tumorales) de un experimento representativo realizado con el tumor MC-C y

otro con el tumor LB.

104



Ulso del suero tumoral

Ulgo del suero normal

Resultados

-eem e wm em s WP e G e e e o o

0 1500 3000 oo 6000 o 1500 3000 4500 8000 O 1300 3000 4300 s000

volumen tumoral (mm®)

Figura 18. Actividad inhibitoria de la proliferacién in vitro presente en el suero de
ratones BALB/c, eutimicos ( -o- ) 0 nude (-o- ) portadores de tumor. Se define el
titulo de actividad inhibitoria como la reciproca de la dilucion de suero que produce
un 50% de inhibicion de la incorporacion de (CH)timidina con respecto a las células con
medio de cultivo y expresado en "unidades inhibitorias del crecimiento so por ml”
(Ulse¢/ml) La intensidad de la actividad inhibitoria es expresada como el cociente entre
las Uls¢/ml del suero tumoral y las Uls¢/ml del suero normal. Cada punto representa la
media + ES de 2-12 experimentos. Esta actividad inhibitoria fue significativa para los
tumores L15 (P<0.01 n=33 ratones utilizados), MC-D (P<0.01 n=24), MC-C (P<0.05
n=123), MNUMPA-1.1 (P<0.05 n=42), MC-B (P<0.01 n=168), MNU-2.1 (P<0.01
n=35), M3 (P<0.01 n=27) y LB (P<0.001 n=120) (test t-Student, comparando con el
efecto del suero normal). La actividad inhibitoria fue independiente de la presencia del
tumor secundario.Los sueros de ratones BALB/c inmunizados contra el tumor MC-C o
L15 exhibieron valores similares al suero normal.
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Tabla X. a) Efecto del suero de ratones BALB/c portadores del tumor MC-C, sobre
la proliferacién in vitro de las células MC-C.

CH)timidina incorporada por las células MC-C (cpm + ds)*

Dilucion final

de suero Grupo 1° Grupo 2° Grupo 3* suero normal
172 40 662 +1467* (31937 + 3678** |7 063 + 1038*** | 60 879 + 4 669
1/4 70 967 + 5694 | S8 224 + 898** |22 992 + 579*** | 87899 + 9713
1/8 96 300 + 14540 | 67 782 + 12293* | 41 756 + 6375** | 95 120 + 11020
1/16 94 070 + 11244 (79 436 + 10143 | 61 820 + 6065* | 102 803 + 15872

Ulsp/ml 324 51.5 159.3 204

Cociente 1.6 25 7.8 1

a: Cada valor es la media + d.s. de mediciones hechas por triplicado (*: P<0.05, **:
P<0.01, ***: P<0.001; test t-Student entre las cpm obtenidas con cada suero de

ratones portadores de MC-C y con suero normal)

b. Suero de ratones portadores de un tumor MC-C de 100-500 mm”’.

c. Suero de ratones portadores de un tumor MC-C de 3000-3500 mm”°,
d. Suero de ratones portadores de un tumor MC-C de 5000-5500 mm’.

cpm incorporadas por las células MC-C con medio de cultivo = 123 458 + 10939.
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b) Efecto del suero de ratones BALB/c portadores del tumor LB, sobre la
proliferacion in vitro de las células LB.

CH)timidina incorporada por
las células LB (cpm + ds)°
Dilucion final
de suero suero LB suero normal
172 300 + 10 *** 9418 + 483
1/4 998 + 115 *** | 13105+ 1697
1/8 2186+ 106* | 22075+ 6442
1/16 2523 +494 ** |26744 +1153
1/32 5975+ 1259 ** 29330+ 7126
1/64 8542 + 627 * |33450 + 4012
Ulso/ml > 640 65.5
Cociente >9.7 1

a: Cada valor es la media + d.s. de mediciones hechas por triplicado o
cuadruplicado. (*: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.001; test t-Student entre las cpm
obtenidas con suero de ratones portadores de LB y con suero normal)

b. Suero de ratones portadores de un tumor LB de 16 dias (2000-3000 mm’)

cpm incorporadas por las células LB con medio de cultivo =38 940 + 3 150
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Caracterizacién funcional de la actividad inhibitoria sérica:

a) Correlacién con el volumen tumoral: la actividad sérica inhibitoria fue

directamente proporcional al volumen tumoral para todos los tumores ensayados (test

de correlacion de Spearman, P<0.05).

Correlacién con la intensidad del n ico de RC: Comparando a los tumores
entre si, se observo que la actividad sérica inhibitoria fue directamente proporcional a la
intensidad del segundo pico de RC (P<0.02, test de correlacion de Spearman)
(comparar Figuras 2 y 18). En efecto, los tumores que en las ultimas etapas de su
crecimiento generaban una fuerte RC fueron los que presentaron mayor actividad
inhibitoria en el suero. Los ratones portadores del tumor LB generaron, en etapas
avanzadas de su crecimiento, mayor RC que todos los tumores estudiados y a su vez
mostraron la maxima capacidad inhibitoria en el suero Reciprocamente, los ratones
portadores del tumor C7HI no generaron el segundo pico de RC y correlativamente, no

exhibieron actividad inhibitoria en el suero.

c) Ausencia de correlacién con el grado de inmunidad antitumoral y con el pico de

actividad de anticuerpos citotéxicos : La intensidad de esta actividad inhibitoria
encontrada en el suero de ratones portadores de tumor no correlacioné con el grado de
inmunogenicidad de cada tumor (ver Figura 18 y Tabla II), obteniéndose los maximos
niveles de actividad inhibitoria para el tumor LB, el cual no exhibié inmunogenicidad
detectable. Por otro lado, el suero de ratones inmunizados contra los tumor L15 o MC-
C (pero no portadores de tumor) no exhibieron actividad inhibitoria in vitro,

obteniéndose valores similares a los ratones normales. Por ultimo, no se observo
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correlacion entre los niveles de actividad inhibitoria y el pico de actividad de
anticuerpos citotoxicos (el cual, en los casos en que se presenta, por ejemplo en los
portadores del tumor L15, lo hizo en las primeras etapas del crecimiento tumoral).
Tomando como ejemplo al tumor LB se observ6 que la alta actividad inhibitoria de la
incorporacion de (*H)timidina presente en el suero contrasté con la ausencia de
citotoxicidad mediada por anticuerpos y complemento evaluada por ensayos de

liberacion de *>'Cr en el mismo suero (ver Figuras 14 y 18).

d) Rol del timo: Se ensay? el efecto de los sueros de ratones genéticamente atimcos
(nude) portadores de tumor sobre las células tumorales in vitro. Esto fue realizado para
la totalidad de los nueve tumores estudiados: L15, MC-D, MC-C, MNUMPA-1.1, MC-
B, MNU-2.1, M3, C7HI y LB. En todos los casos, la actividad inhibitoria del suero de
ratones nude portadores de tumor fue similar a la observada en ratones eutimicos,

sugiriendo que el timo no ejerceria un rol importante sobre esta actividad (Figura 18).

e) Reversibilidad: Para determinar si el efecto inhibitorio de los sueros de portadores
de tumor sobre la incorporacion de ("H)timidina por las células tumorales in vitro era
un fenomeno reversible, se realizaron ensayos en los cuales las células LB fueron
incubadas con suero LB, suero normal o medio de cultivo por 18 hs, al cabo de lo cual
fueron contadas, lavadas y luego de equilibrar sus concentraciones, cultivadas en
presencia de medio de cultivo y CH)timidina por otras 18 hs. Se observé que las células
inhibidas recuperaron su capacidad de proliferar, tratandose entonces, de un fendmeno

al menos parcialmente reversible (Figura 19).
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Figura 19. Reversibilidad de la actividad inhibitoria presente en el suero de
ratones BALB/c portadores de LB. Se incubaron 2 x 10° células LB con una
dilucion 1:8 de: suero LB, suero normal o medio de cultivo. La mitad de los wells
recibi6 ("H)timidina y la otra mitad no. Luego de 18 hs, las células fueropn contadas,
lavadas y luego de equilibrar sus concentraciones fueron cultivadas en presencia de
medio de cultivo por otras 18 hs. (% de incorporacién de CH)timidina= cpm
incorporadas con suero LB / cpm incorporadas con suero normal x 100). Se muestran
los resultados de un experimento representativo.
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Transferencia de activida

crecimiento de un segundo implante tumoral mediante la unién en parabiosis:

En experiencias previas habiamos intentado transferir resistencia concomitante a
un raton normal por medio de la inoculacion periédica por via intraperitoneal o
endovenosa de suero proveniente de un raton portador de tumor (73). Sin embargo, no
se logro transferirla, probablemente por la rapida metabolizacion y/o degradacion de los
factores que median esta actividad inhibitoria o por el rapido reclutamineto de dichos
factores por parte de receptores presentes en el organismo.

En este trabajo se estudio la transferencia de resistencia concomitante desde un
raton portador del tumor MC-C o LB a un raton normal, utilizando la técnica de unién
en parabiosis.

Como podemos observar en la Tabla XII, los ratones normales que fueron
unidos en parabiosis a ratones portadores de un tumor MC-C o LB de 2000-2500 mm’
fueron capaces de inhibir significativamente el crecimiento de un implante tumoral MC-
C o LB respectivamente.

Esta transferencia de la capacidad de inhibir un tumor secundario correlaciono
con la aparicion de actividad inhibitoria (medida in vitro) en el suero del raton "normal"
de la pareja, cuyo titulo creci6 de 38.5 + 1.4 Uls¢/ml a 83.4 + 13.6 Ulso/ml (P<0.05)
para el tumor MC-Cy de 452+ 5.1 a315.6 + 21.8 Uls¢/ml (P<0.001) para el tumor LB.

Por otra parte, cuando los miembros de las parejas se separaron, el tumor que
permanecia inhibido comenzo a crecer, paralelamnete con la desaparicion de la

actividad inhibitoria en el suero de ese raton.
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Tabla XII. Transferencia de RC contra el tumor MC-C o LB por unién en
parabiosis de un ratén normal con un portador de un tumor primario MC-C o LB.

Parejas de ratones Incidencia de tomas del tumor secundario
Portador de tumor MC-C + normal 2:8*
Normal + normal 8:9
Portador de LB + normal 0:5*
Normal + normal 5:5

*: P<0.05 (test de X*). Ratones portadores de un tumor MC-C o LB en el flanco
derecho, se unieron quinirgicamente a nivel del peritoneo y de la piel, con ratones
normales. El grupo control estuvo formado por parejas de ratones, ambos
normales, unidos en parabiosis, de modo de imitar el trauma quirargico. Para
evaluar si se transferia RC desde el ratén portador de tumor al ratén normal, se
llevé a cabo luego de 10 dias de establecida la unién (cuando el tumor tenia un
volumen de 2000-2500 mm") un inéculo de células MC-C (5 x 10°) o LB (5 x 10%) en
el ratén "normal’ de cada pareja (en el flanco izquierdo) y se evalué su
crecimiento.

Todas estas observaciones establecen por un lado una fuerte correlacion entre
la actividad inhibitoria in vitro presente en el suero de ratones portadores de un tumor
de gran volumen y la RC observada in vivo, y por otro lado muestran importantes
analogias entre los tumores inmunogénicos (como el MC-C) y los de inmunogenicidad
no detectable (como el LB) cuando éstos alcanzan determinado volumen (segundo pico
de RC). Por otro lado muestran que un individuo no portador de tumor y que no
presenta los signos de enfermedad (caquexia, etc) propios del cdncer, puede exhibir
una actividad inhibitoria antitumoral en el suero, que por lo tanto seria separable de
los factores que se asocian con el deterioro de un organismo afectado por un cdncer

avanzado.
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g) Efecto de la extirpacién del tumor primario sobre la actividad sérica inhibitoria.

En este punto, estudiamos si la actividad inhibitoria sérica presente en ratones
portadores del tumor MC-C o LB dependia de la presencia-en estos mismos ratones- del
tumor en crecimiento. Como podemos observar en la Figura 20, la actividad inhibitoria
presente en el suero de ratones portadores de MC-C se conservé aun 5 dias después de
haber sido extirpado el tumor, para luego decaer alcanzando valores comparables a los
ratones controles. Esta disminucion de la actividad sérica inhibitoria in vitro fue
acompaiiada por una caida de la RC generada por el tumor MC-C. En efecto, los ratones
ex-portadores del tumor MC-C mostraron una disminucion de su capacidad de inhibir
un segundo implante de células MC-C, realizado 7 dias luego de la extirpacion.

Cuando este mismo experimento se llevo a cabo con el tumor LB, se observo
una caida mas brusca de la actividad inhibitoria al extirpar el tumor primario, partiendo
de valores de 223.2 + 59.2 Uls¢/ml (7 veces mayor que el suero normal) y alcanzando
valores similares a los del suero normal (32.1 + 5.6 Ulse/ml) a las 48 hs luego de la
extirpacion tumoral (n=3 experimentos).

Por lo tanto, la actividad inhibitoria exhibida en el suero de ratones portadores

del tumor MC-C o LB de gran volumen, requiere de la presencia del tumor primario.
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Figura 20. Caida de la actividad inhibitoria sérica y abolicién de la capacidad de
generar RC, al extirpar el tumor primario. Se inocul6 el tumor MC-C en 12 ratones
y luego de 30d (volumen tumoral= 2500-4000 mm®), se los dividi6 en dos grupos: al
primero (n=6) se le extirpo el tumor y al segundo (n=6) se lo dejo intacto. El grupo
control estuvo constituido por ratones normales que sufrieron una imitacion de la
operacion (SHAM) (n=7).Gr4éfico superior: La actividad inhibitoria sérica fue medida
sobre las células MC-C in vitro cuando el tumor estaba todavia presente (dia 0) y a los
5, 10 y 17d posteriores a la extirpacion del tumor. Linea punteada: suero normal. Cada
barra representa la media + ES de 6 determinaciones. Grafico inferior: Crecimiento de
un segundo implante tumoral MC-C realizado7 dias después de la extirpacion tumoral
(flecha) (5 x 10° células).

B : ratones a los que se les extirpo el tumor primario, & : ratones portadores del tumor
primario, o : ratones controles. *. P<0.05; **: P<0.001 (test t-Student)
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Efecto de los sobrenadantes de cultivo de las células tumeorales: Se estudio el

efecto de los sobrenadantes de cultivos de células MC-C sobre la proliferacion in vitro
de estas células. Para ello, nos propusimos establecer cultivos primarios de células
tumorales y una vez alcanzada la etapa de subconfluencia, recolectar sobrenadantes de
los mismos y determinar la presencia de actividad inhibitoria antitumoral.

En el caso del tumor MC-C, se utilizaron como control, sobrenadantes
obtenidos en iguales condiciones pero provenientes de cultivos de fibroblastos normales
embrionarios. Los experimentos realizados muestran una disminucion significativa de la
incorporacion de ("H)timidina en presencia de sobrenadantes de células MC-C (Tabla
XI). Esta actividad inhibitoria recuperada en el sobrenadante desaparecio a las 48 hs de
cultivo.

En el caso del tumor LB, no se lograron las condiciones de cultivo 6ptimas para
obtener un estado proliferativo a tiempos prolongados, por lo cual ésto no pudo ser

testeado adecuadamente.

Tabla XI. Efecto de los sobrenadantes de cultivo de células MC-C, sobre la
incorporacién de H)timidina por las células MC-C.

cpm (media + d.s.)
Fuente de Sobrenadante | Medio de cultivo
sobrenadante de 24hs
MC-C 71833 + 7043*

fibroblastos 93988 + 1450 98277 + 3293
normales

Las células MC-C fueron cultivadas en presencia de sobrenadantes obtenidos de
cultivos de MC-C o fibroblastos normales o en presencia de medio de cultivo y su
proliferacion fue determinada por sextuplicado mediante un ensayo de
incorporacion de CH)timidna. Se muestra la media + d.s. de 3 experimentos
realizados.*: P<0.05 (test t-Student, realizado entre el efecto del sobrenadante del
tumor MC-C y el sobrenadante de fibroblastos normales.
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h) Mecanismos a nivel de la célula tumoral, de la actividad inhibitoria

presente en el suero de portadores de tumor

Nos propusimos determinar los eventos a nivel de la célula tumoral, asociados a
la accion de los factores inhibitorios in vitro presentes en el suero de ratones portadores
de tumor, teniendo en cuenta los efectos que se habian observado in vivo asociados al
segundo pico de RC. Estudiamos el rol de la apoptosis y la distribucion en el ciclo
celular asociadas a la inhibicion de las células del tumor LB tratadas con suero de

ratones BALB/c portadores de este tumor.

Estudio de la induccion de apoptosis mediante citofluorometria de flujo y mediante

microscopia de fluorescencia.

Las células del tumor LB, extraidas de un tumor creciendo en forma ascitica,
fueron incubadas durante 7 horas con distintas concentraciones de suero LB o suero
normal, previamente decomplementados. Luego se realizo la tincion del DNA con
ioduro de propidio y, mediante técnicas de citofluorometria de flujo, se llev6 a cabo el
analisis de la poblacion representada en un pico con contenido hipodiploide de DNA
(sub-Gy) o apoptotica. Correlacionando con lo observado en el modelo in vivo, las
células LB cultivadas in vitro con distintas diluciones de suero LB mostraron un
marcado crecimiento en la poblacién apoptética con respecto a las mismas células

tratadas con suero normal, como se aprecia en la Tabla XIV y Figura 21.
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Tabla XIV. Apoptosis en células LB incubadas in vitro con distintas diluciones de
suero LB o suero normal.

% de células con contenido
Suero Dilucion hipodiploide de DNA
(apoptoticas)
Suero LB 1:2 25.49 + 5.49*
1:4 21.60 + 5.31*
1:8 22.03 + 8.13*
1:16 6.22 + 1.12
1:32 7.12 + 2.09
Suero normal 1:2 11.14 + 2.64
1:4 11.13 + 2.32
1:8 11.74 + 3.22
1:16 5.84 + 1.04
1:32 4.14 + 0.83

Se muestra la media + ES de 12 experimentos. Las células LB fueron incubadas in
vitro con distintas diluciones de suero LB o suero normal en un ensayo de 7 horas y
marcadas con ioduro de propidio. Las células incubadas con medio de cultivo
presentaron un 5.98 + 2.57 % de apoptosis. (*: P<0.01; test t-Student comparando
suero LB con suero normal).
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Figura 21. Apoptosis en células LB incubadas in vifro con suero de ratones BALB/c
controles (izquierda) o portadores de LB (derecha) y analizadas mediante técnicas
citofluorométricas. Se muestran los histogramas de FL3-H, que indica el contenido de
DNA, correspondientes a un experimento representativo. Obsérvese el pico con
contenido hipodiploide de DNA (izquierda del diagrama). Dilucion de suero: 1/8.

La induccion de apoptosis por tratamiento de las células LB con suero de
portadores de este tumor fue confirmada cualitativamente mediante visualizacion de las
mismas por microscopia de fluorescencia luego de teiiirlas con naranja de acridina-
bromuro de etidio, observandose la ondensacion de la cromatina y la aparicion de

cuerpos apoptoticos (Fotografia 11).
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Fotografia 11. Induccion de apoptosis en células LB tratadas con suero LB. Las
células fueron incubadas in vifro con suero LB (arriba) o suero normal (abajo) durante 7
hs. Las células se tifieron con [naranja de acridina-bromuro de etidio] y se visualizaron
bajo microscopio de fluorescencia, observandose la cromatina condensada y nucleos
fragmentados en las células tratadas con suero LB (flechas).
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Efectos del suero LB sobre la distribucion en el ciclo celular de las células LB:

Se evaluo si el suero de ratones portadores del tumor LB era capaz de generar in
vitro alteraciones en la distribucidn en el ciclo celular de las células LB. En este sentido,
se observo una redistribucion de las células LB en las distintas fases del ciclo celular,
caracterizada por un incremento en la fraccion de células en fase S y una disminucion
en el porcentaje de células en las fases G; M y, Go-G) con respecto a las células
incubadas con iguales diluciones de suero normal. Los cambios observados se muestran
en la Tabla XV y Figura 22. Alteraciones citocinéticas similares habian sido

encontradas en los experimentos in vivo, en el tumor secundario LB inhibido por RC.
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Tabla XV. Alteraciones en la distribucién en el ciclo celular en las células LB
incubadas in vitro con distintas diluciones de suero LB o suero normal.

Suero Dilucion Porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular
Go-G1 S G2-M

Suero LB 1:2 65.57 + 3.64* 30.16 + 4.07* 5.46 + 1.63*

1:4 63.97 + 3.73 28.93 + 4.41* 7.33 + 1,73*

1:8 60.74 + 4.45 32.76 +4.40* 5.56 + 1.77

suero normal 1:2 68.22 + 3.16 24.30 + 3.74 9.41 + 1.69

1:4 66.35 + 2.77 22.67 +2.30 10.99 + 1.16

1:8 71.06 + 5.06 22.90 + 5.57 6.63 + 1.43

Medio de 70.29 + 2.38 20.69 + 1.99 9.18 + 1.27
cultivo (RPMI)

Los valores se expresan como promedios + ES correspondientes a 9 experimentos.
Las células del tumor LB fueron incubadas in vitro con diferentes diluciones de
suero LB o suero normal en un ensayo de 7 horas y marcadas con ioduro de
propidio. Se comparan los valores obtenidos para el suero LB con respecto al suero
normal mediante el test t-Student apareando experimento por experimento
(*:P<0.05). Los porcentajes de células en cada fase fueron calculados en base a los
histogramas de FL2-rea utilizando software apropiado (ModFit LT, Becton

Dickinson).
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OIPLOIC: 100.00 %
Dip GO-61: 59.19 % at 45.36
Dip G2-M: 4.45 % at 90.72
Dip S: 36.36 % G2/G1: 2.00

Figura 22. Perfil de fluorescencia en base al contenido de DNA de las células
tumorales LB tratadas in vitro con suero de ratones BALB/c normales (izquierda)
o portadores del tumor LB (derecha). Las poblaciones de células en cada fase del
ciclo celular fueron identificadas en base a su contenido de DNA (FL2-A) utilizando
software apropiado (ModFit LT, Becton Dickinson. Se muestra un experimento
representativo (media + ds; *:P<0.05. test t-Student) (dilucion de suero: 1:4).
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Inespecificidad : Se estudio si el efecto inhibitorio de los sueros de portadores de
tumor era un fendémeno especifico. Los sueros de ratones portadores de un tumor MC-C
>2000 mm’ fueron capaces de inhibir no sélo a las células MC-C sino también a las
células de un tumor no relacionado, el tumor LB. El titulo de actividad inhibitoria del
suero MC-C fue: a) sobre células MC-C= 202.9 + 12.1 Uls¢/ml (media + ES de 3
experimentos), que fue 4.4 veces mayor que el titulo del suero normal (P<0.01) y b)
sobre células LB=161.7 + 33.7 Uls¢/ml (media + ES de 3 experimentos) que fue 3.1
veces mayor que el titulo del suero normal (P<0.05). Un grado de inespecificidad
analogo se habia observado in vivo: como se describio en secciones anteriores, ratones
portadores de un tumor primario MC-C grande fueron capaces de inhibir el crecimiento
de un tumor secundario LB (ver Tabla 1V b).

Reciprocamente, la accion inhibitoria del suero LB también resulté ser
inespecifica ya que se manifestd no solo contra las células LB sino también contra otras
células tumorales, como por ejemplo el tumor C7HI (Figrura 23 a).

Luego se estudio el efecto del suero LB sobre algunos tipos de células normales,
observandose un efecto inhibitorio sobre células de endotelio vascular humanas
(HUVEQC), sobre fibroblastos murinos embrionarios, sobre timocitos murinos normales
y sobre linfocitos murinos normales provenientes de ganglio cuando éstos eran
previamente estimulados con concanavalina A (Con A), aunque el efecto observado
sobre todos ellos fue menor que sobre las propias células LB (Figura 23 a).

Asimismo, la capacidad del suero LB de inducir apoptosis se manifestd sobre
células del tumor C7HI y sobre timocitos normales murinos, aunque siempre con menor
intensidad que sobre las propias células LB, no observandose niveles significativos en

los linfocitos provenientes de ganglio (Figura 23 b).
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Figura 23. Inespecificidad de la actividad inhibitoria ejercida por el suero de
ratones portadores del tumor LB.

a) El ensayo de incorporacion de CH)timidna se realizo sobre células tumorales LB
(n=4 experimentos) y C7HI (n=5) o sobre distintos tipos de células normales: celulas de
endotelio vascular humano (HUVEC) (n=2), fibroblastos murinos embrionarios (n=2),
timocitos murinos normales (n=3), linfocitos murinos normales extraidos de ganglio
previamente estimulados (n=4) o no (n=3) con concanavalina A (Con A) 1 mg/ml
durante 48 hs. (*: P<0.05; **:P<0.005 (test t-Student)).
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b) Los % de apoposis sobre células tumorales LB (n=4 experimentos) y C7HI (n= 2) o
sobre timocitos normales (n=3) se calcularon mediante citofluorometria de flujo (*:
P>0.05, test t-Student). Se muestran los resultados correspondientes a la dilucion 1/4.
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Caracterizacién parcial de_los factores séricos antitumorales asociados

a la actividad antiproliferativa y de induccién de alteraciones en el ciclo
celular y apoptosis.

Como primer paso para caracterizar estas actividades, nos preguntamos si
factores antitumorales conocidos tales como el Factor de Necrosis Tumoral a,
interferones, el 6xido nitrico y los glucocorticoides jugaban un rol importante en la

actividad inhibitoria in vitro encontrada en el suero de los ratones portadores de tumor.

a). Dosaje de algunos factores antitumorales conocidos.

Dosaje de Factor de Necrosis tumoral a (TNFa) en suero de ratones portadores del

tumor MC-C o LB.

El estudio del TNFa nos parecio importante dada su accion antitumoral y su rol
como inductor de apoptosis sobre las células tumorales. Se dos6 TNFa en suero de
ratones BALB/c portadores del tumor MC-C o LB de gran volumen (>2000 mm®)
utilizando un ensayo biolégico de citotoxicidad sobre células de la linea L929. No se
encontraron niveles detectables de actividad TNFa en el suero de ratones portadores del
tumor MC-C ni LB de gran volumen, con niveles similares a los del suero normal y a
los controles (medio de cultivo), estimandose una concentracion < 0.005 ng/ml,
calculado mediante curva de calibracion) (Figura 24).. Si bien no se observo el efecto

litico caracteristico de la accion del TNFa, se detecto cierto efecto citopatico con
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alteracion en la forma celular en las células 1.929 por lo cual nos preguntamos si este
ultimo efecto tenia alguna relacion con el TNFa.Estudiamos entonces el efecto de la
preincubacion de los sueros murinos con anticuerpos anti-TNFq sobre esta actividad.
Los anticuerpos anti-TNFa no lograron revertir este efecto citopatico. Por otro lado, y
bajo la posibilidad de que existiera cierta actividad TNFa no detectable por este ensayo
pero que si se manifestara sobre las células LB, se probo si la actividad inductora de
apoptosis podia ser revertida por el pretratamiento del suero LB con anticuerpos anti-
TNF a. En este sentido, la preincubacion con anticuerpos anti-TNFa no logro revertir la

actividad apoptética del suero LB (Figura 24).
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Figura 24. Dosaje de TNFa en suero de ratones BALB/c portadores de un tumor
LB o MC-C >2000mm’ o normales y estudio de su rol en la capacidad de inducir
apoptosis del suero LB. Grdfico superior: El dosaje de TNFa en suero de ratones
portadores del tumor MC-C o LB se realizé mediante un ensayo biolégico de
citotoxicidad sobre las células 1.929, medido colorimétricamente (n=4 sueros por
grupo). Se define una Unidad de actividad TNFa. como la reciproca de la dilucion de
suero capaz de producir un 50% de lisis que el control (medio de cultivo). Se muestra la
media + d.s.(n=4). Se realiz6 una curva de calibracion, utilizando TNFa r en
concentraciones desde 4 hasta 1000 pg/ml, en diluciones seriadas '2, usada como
control positivo del ensayo. Grdfico inferior: La capacidad de inducir apoptosis del
suero LB sobre las células LB se estudio mediante tincion con ioduro de propidio y
técnicas de citofluorometria de flujo, en presencia o ausencia de anticuerpos anti-TNFa
(30’a 37°c). Se muestra un experimento representativo de tres realizados (barras vacias:
sin anticuerpo, barras llenas: con anticuerpos anti- TNF a).

128



Resultados

Dosaje de nitritos (NO»): Se dosoé NO;’ en el suero de ratones BALB/c portadores del
tumor MC-C o LB (de mas de 2000 mm®) por el método de la enzima nitrato reductasa.
Los niveles de NO, determinados en el suero de los ratones portadores de tumor no
difirieron de los correspondientes a los ratones normales. En efecto, la concentracion de
NO;" estimada mediante curva de calibracion fue de: 2.75+ 1.5 uM, 537 +1.9 uM y 4.0

+ 1.7 uM para ratones portadores de LB, MC-C o normales respectivamente (media +

d.s.; n= 4 ratones por grupo).

Dosaje de corticosterona y rol de las glindulas adrenales: Se estudio el efecto de la

adrenalectomia sobre la actividad inhibitoria presente en el suero de los ratones
portadores de tumor y correlativamente, se determinaron los niveles de corticosterona
en los mismos. La adrenalectomia no produjo alteraciones en los niveles de activivdad
inhibitoria presente en el suero de ratones portadores del tumor LB o0 MC-C, tanto en la
actividad inhibitoria de la incorporacion de (*H)timidina como en la capacidad de
inducir apoptosis, no observandose correlacion entre éstos y los niveles de

corticosterona dosados por RIA (Figura 25).
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Figura 25. Dosaje de corticosterona y efecto de la adrenalectomia sobre la
actividad inhibitoria presente en el suero de ratones portadores de tumor. Los
ratones fueron adrenalectomizados o se les realizo una simulacion de la operacion
(SHAM) y luego de 8 dias recibieron un indculo con 10° células LB. Se extrajo el suero
luego de 15 dias, cuando el tumor LB tenia 3000-4000 mm® y se midi6 a) el nivel de
corticosterona mediante radioinmunoensayo (RIA), b) la actividad inhibitoria sobre las
células LB, mediante un ensayo de incorporacién de ("H)timidina y c) el capacidad de
inducir apoptosis sobre las células LB, mediante tincién con iodoro de propidio.No se
observo correlacion entre los niveles de activivdad inhibitoria antitumoral y los niveles
de corticosterona (d). Se muestran las medias + ES (n=4); *: P<0.05 (test t-Student),
comparando con suero normal. ~ ------ : control positivo (suero de ratones BALB/c
sometidos a condiciones de stress)
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Posibles implicancias de la angiostatina y la endostatina en nuestro sistema: La

angiostatina (38 kD) y la endostatina (20 kD) son dos polipéptidos endogenos aislados
recientemente que tienen la capacidad de inhibir especificamente la proliferacion de las
células endoteliales (64,65). Asociada a esta capacidad, las dos moléculas poseen una
potente actividad antiangiogénica y, administradas a ratones portadores de varios
tumores (murinos y humanos) exhibieron una fuerte accion antitumoral (35,64, 65).

En este trabajo nos intereso estudiar si la angiostatina y la endostatina
participaban de alguna forma en nuestro sistema, si bien habiamos observado
importantes diferencias entre la actividad inhibitoria que nosotros hallabamos en el
suero de ratones portadores de tumor -la actividad que aqui describimos es capaz de
inhibir in vitro en forma directa a las células tumorales- y la atribuida a esas moléculas,
que no producen inhibicion de la proliferacion tumoral in vitro. Para ello, se ensayo el
efecto de la fraccion de alto peso molecular (> 12.5 kD) del suero de ratones portadores
del tumor LB sobre la proliferacion in vitro de células endoteliales (HUVEC),
principales componentes de los vasos, no observandose efecto inhibitorio de la misma
comparando con las provenientes de suero normal, sugiriendo que la angiostatina, la
endostatina y/o otras moléculas séricas de alto peso molecular con actividad
antiangiogénica) no estarian involucrada en forma directa en nuestro sistema (Figura

26)
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Figura 26. Efecto de los sueros de ratones portadores del tumor LB y normales y
de las fracciones de alto peso molecular de los mismos, sobre la proliferacién in
vitro de células endoteliales HUVEC, medida por incorporacién de CH)timidina.
*:P<0.005 (test t-Student), n= 2-4 determinaciones por grupo.

Estos resultados sugieren que factores conocidos tales como TNFa,

glucocorticoides, oxido nitrico, angiostatina y endostatina no serian los efectores de la

actividad antitumoral hallada en el suero de ratones portadores del tumor MC-C o LB.
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b) Caracterizacién parcial de los factores presentes en el suero de ratones

portadores de tumores inmunogénicos y no inmunogénicos, que median la

actividad antitumoral in vifro.

En nuestro grupo de trabajo habiamos demostrado que el suero de ratones
portadores del tumor no inmunogénico LB exhibia una accion inhibitoria de la
proliferacion in vitro de las células tumorales. Dicha actividad estaba mediada por
factores de bajo peso molecular dado que era capaz de dializar a través de una
membrana de 12 500 Daltons (D) de punto de corte. Asimismo, estudios de
cromatografia en columnas de Sephadex G25 y G15, HPLC (“cromatografia liquida de
alta perfomance”) y espectrometria de masa demostraron que se trataba un factor o
factores con un peso molecular aproximado de 1000 D. Si bien su estructura definitiva
no es conocida aun, estudios enzimaticos sugieren que podria tratarse de un péptido,
aunque el analisis de composicion aminoacidica s6lo determino la presencia de tirosina
en niveles apreciables (/40-141).

Uno de los objetivos de esta Tesis fue establecer si existian similitudes entre el
tipo de actividad inhibitoria asociada a los tumores de inmunogenicidad no detectable y
la correspondiente a los tumores inmunogénicos. Por otro lado, dado que describimos
aqui nuevas actividades del suero tumoral sobre las células tumorales in vitro (induccion
de alteraciones citocinéticas y apoptosis) nos propusimos determinar qué tipo de
factores mediaban tales actividades.

En esta Tesis hemos llevado a cabo la caracterizacion parcial en paralelo de la
actividad antiproliferativa e inductora de alteraciones en el ciclo celular y de apoptosis,

hallada en el suero de ratones portadores de tumores de inmunogenicidad no detectable
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(como es el caso del LB) e inmunogénicos (utilizando como modelo el tumor MC-C) de

gran volumen. El estudio de las mismas mostré las siguientes caracteristicas comunes:

Resistencia al calor: La actividad inhibitoria presente en el suero de ratones portadores
del tumor MC-C o LB no fue alterada por el tratamiento a 56°c por 30 min.
Resistencia al congelamiento y descongelamineto; El suero no perdio actividad
inhibitoria después de ser sometido a dos o tres rondas de congelacién y
descongelacion.

Estabilidad a 4°: La actividad inhibitoria no se vié alterada por almacenamiento del
suero a 4°c durante al menos 3 dias.
Didlisis y cromatografia en columnas de Sephadex G-15: Se sometio a dialisis al
suero de ratones BALB/c portadores de un tumor MC-C o LB >2000 mm’ o normales,
utilizando una membrana con un punto de corte de 12500 D. Luego de la dialisis, se
midio la actividad inhibitoria en ambas fracciones (de bajo y de alto peso molecular) y
se realizé una cromatografia en columna de Sephadex G-15 con las fracciones activas.
La actividad antitumoral in vitro del suero de portadores de tumor fue
recuperada en la fraccion dializable, indicando que estaria mediada por factor(es) de
bajo peso molecular (<12500 D). Al analizar las fracciones de bajo peso molecular,

encontramos que aquéllas que exhibieron la méaxima actividad antiproliferativa fueron a
su vez las que presentaron los mayores niveles de actividad apoptoética e inductora de
alteraciones en el ciclo celular. Por otro lado, al analizar la fraccion de alto peso
molecular, observamos que no hubo diferencias entre los sueros normales y tumorales,
aunque los % de apoptosis inducidos por ambos fue alto, probablemente debido a
artificios de la técnica. La actividad inhibitoria de la incorporacion de (H)timidina

presente en el suero LB o MC-C fue recuperada en la columna cromatogréafica en un
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pico de alta actividad (fracciones 44 a 47), correspondientes a un PM de
aproximadamente 1000 D, determinado por comparacion con marcadores conocidos. Al
analizar cada una de las fracciones recuperadas de la columna en cuanto a su capacidad
de inducir alteraciones en el ciclo celular y apoptosis, se observo que las fracciones de
mayor actividad antiproliferativa fueron las que presentaron mayores niveles de las
otras actividades (Tablas XV a XVII y Figura 28).

Los resultados de esta primera caracterizacion sugieren que los factores séricos
con accion antitumoral in vitro serian del mismo tipo, tanto para tumores
inmunogénicos (el MC-C) como no inmunogénicos (el LB) y tendrian un peso
molecular cercano a 1000 D. Por otro lado, estas mismas fracciones serian responsable
de los distintos efectos observados: efecto antiproliferativo, alteraciones en el ciclo

celular y apoptosis.
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Tabla XV, Efecto de la didlisis sobre la actividad inhibitoria de la proliferacion
sobre las células tumorales in vitro, presente en el suero de ratones BALB/c
portadores del tumor LB 0 MC-C de gran volumen.

Titulo de actividad inhibitoria de la incorporacion de

CH)timidina (Ulsy/ml) (media + ES)
Suero o fraccion Suero LB’° Suero normal’ | Suero MC-C* | Suero normal
Completo 427.0 + 62.9** 43.3 + 7.00 176.89 + 24.2* 48.8 + 8.5
Dializado (alto <20 <20 <20 25.2+ 85
PM)
DializaPlI:;e (bajo | 259.4 + 18.5** 232+ 85 161.72 + 18.2* 40.6 +17.8
)

La actividad antiproliferativa fue medida mediante el ensayo de incorporacién de
CH)timidina. *: P<0.01; **:P<0.0001, test t-Student comparando con suero

normal

n= 6 experimentos para el tumor LB y 3 experimentos para el tumor MC-C.
a: sobre células LB en cutivo;

b: sobre células MC-C en cultivo




Resultados

Tabla XVL. Efecto de la didlisis sobre la actividad inductora de apoptosis presente
en el suero de ratones BALB/c portadores del tumor LB 0 MC-C de gran volumen.

% de células en apoptosis (media + ES)
(n= 3 experimentos)

Suero LB Suero Normal

Diluciéon 1:2 1:4 1:8 1:2 1:4 1:8

Completo 33.05+ 5.41 ** 36.48+8.76 * 2892+746* 16.61 + 5,51 159 + 535 | 1572+
5.49

Dializado 30.87 + 11.04 29.62 1+ 10.53 31.35+7.07 25.23+2.18 | 27,19+ 261 | 2587+

(alto PM) 2.83

Dializable 51.73 +13.17 ** 46.04 +8.05* 34.78 + 1.63 20.39+3.41 | 18.16 +9.61 277+

(bajo PM) 5.09

(células con medio de cultivo= 12.08 + 3.61% de apoptosis)
Las células del tumor LB fueron incubadas in vitro con las fracciones obtenidas de
dilisis del suero LB o suero normal, en un ensayo de 7 horas y teiiidas con ioduro
de propidio. Los células en apoptosis se identifican por su contenido hipodiploide
de DNA. Se utilizé software apropiado (CellQuest, Becton Dickinson).

*#:P<0.005; *:P<0.05 (test t de Student apareado, comparando el nimero de
células en apoptosis en las fracciones de suero LB y suero normal)
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Figura 28. Perfil de elucion de una columna de Sephadex G-15 sembrada con
suero de ratones portadores del tumor LB de 2000 a 4000 mm”. Se muestra un perfil
de elucion caracteristico de una columna cromatografica Sephadex G-15 sembrada con
el producto liofilizado de la fraccion dializable obtenida a partir del suero LB. Se
grafica en el eje de las ordenadas de la izquierda, la absorbancia medida a 280 nm y en
el eje de las ordenadas de la derecha, la intensidad de la actividad inhibitoria
antitumoral evaluada mediante incorporacion de ("H)timidna por las células LB y
expresada en Ulsy/ml.

P ::marcadores de peso molecular;—» : fracciones que seran utilizadas en la tabla

siguiente.
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Tabla XVII. Actividad inductora de apoptosis y de alteraciones en el ciclo celular
de las mismas fracciones obtenidas en la cromatografia en columna Sephadex G-15

graficada en la figura anterior.

% de células en cada fase del ciclo celular

% de células en

Nuamero de

Fraccion Go-Gp A G2-M apoptosis
19-20 65.1 26.2 8.9 10.0
28-29 66.2 23.0 10.8 10.2
33-34 67.8 223 9.8 11.0
44-45* 55.5 38.4 8.1 33.0
46-47" 49.0 43.2 7.8 32.0

Medio de 68.3 218 12.1 4
cultivo

Las células del tumor LB fueron incubadas in vifro con las fracciones obtenidas de
la columna G-15 a partir de 1a fraccion dializable del suero LB, en un ensayo de 7
horas y teiiidas con Ioduro de Propidio. Los porcentajes de células en cada fase
fueron calculados en base a los histogramas de FL2-A utilizando software
apropiado (ModFit LT, Becton Dickinson). Se muestra la media de cada grupo
correspondiente a un experimento representativo. Los d.s. fueron en todos los
casos < 12% de la media.

a: fracciones que habian exhibido actividad inhibitoria en el ensayo de
incorporacién de (*H)timidina.
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Curso temporal de los distintos efectos exhibidos por fracciones de bajo
peso molecular del suero LB sobre las células LB in vitro

Nos propusimos describir como se relacionaban las distintas actividades
exhibidas por los factores séricos de bajo peso molecular presentes en el suero LB in
vitro -inhibicion de la incorporacién de CH)timidina, induccion de alteraciones en la
distribucion en el ciclo celular e induccién de apoptosis-. Para ello, se estudio la cinética
de cada una de ellas en el tiempo, midiendo cada una de ellas antes (tiempo 0) 02y 5 hs
después de incubar las células LB con la fraccion de bajo peso molecular (obtenida por
dialisis) de suero LB o suero normal.

El patron observado fue el siguiente (Figura 29):

a) durante las primeras 2 horas, se observo una drastica disminucion de la
incorporacion de (*H)timidina; tal inhibicion no seria consecuencia de la muerte por
apoptosis ya que no se exhibieron niveles significativos de la misma en este periodo.

b) entre las 2 y 5 horas de incubacion, se observaron cambios en la distribucion
en el ciclo celular, con un aumento de la fase S y disminucién de las fases Go-G; y Ga-

M. Dichas alteraciones estuvieron acompaifiadas de la induccion de apoptosis.

Estos resultados sugieren que las células LB sufren un temprano detenimiento de su
proliferacion o “arresto” evidenciado por una menor incorporacion de nucleotidos,

mostrando luego cambios en la distribucion en el ciclo celular y apoptosis.
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Figura 29. Curso temporal de los distintos efectos exhibidos por el suero LB
(fraccién de bajo yeso molecular) sobre las células LB in vitro. a) Inhibicién de la
incorporacién de ("H)timidina (simbolos llenos: suero LB, simbolos vacios: suero
normal); b) Induccién de apoptosis (barras vacias: suero LB, barras llenas: suero
normal) y ¢) Induccion de alteraciones en la distribucién en el ciclo celular (arriba:
suero LB, abajo: suero normal).
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El conjunto de los resultados de esta Tercera Parte sugiere que los mecanismos
del huésped asociados al primer pico de RC serian distintos de los que operan en el
segundo pico de RC. El primer pico de RC esta asociado con una respuesta inmune
convencional mediada por células y/o anticuerpos. El segundo pico de RC -el cual,
dada su universalidad puede ser estudiado asociado a tumores inmunogénicos y no
inmogeénicos- correlaciona fuertemente con una actividad inhibitoria presente en el
suero de ratones portadores de tumor, que no solo es capaz de inhibir in vitro la
proliferacion celular medida por incorporacion de (*H)timidina sino que ademds
induce apoptosis y alteraciones en la distribucion en el ciclo celular similares a las
observadas in vivo en el tumor secundario inhibido por RC. Esta actividad inhibitoria
es timo-independiente, es inespecifica con respecto al tipo de tumor, actua con mayor
intensidad contra células tumorales que normales y es dependiente de la presencia del
tumor primario. Tal actividad inhibitoria estd asociada a un factor (o factores) de un
peso moecular aproximado de 1000 D y presenta caracteristicas funcionales y fisico-
quimicas comunes, independientemente de que se obtengan a partir del suero de
portadores de MC-C (tumor inmunogénico) o LB (de inmunogenicidad no detectable) y
puede ser transferida por union en parabiosis desde un raton portador de tumor hacia
un raton sin tumor. Nuestros resultados ponen en evidencia una fuerte asociacion entre
dicha actividad sérica inhibitoria y la RC generada por tumores inmunogénicos como

no inmunogénicos de gran volumen.
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Desde hace algunos afios nos hemos dedicado a la bisqueda de mecanismos de
naturaleza fisiologica involucrados en el control del crecimiento tumoral. Nuestro
interés se ha centrado en el estudio de algunos aspectos poco conocidos de la biologia
tumoral que ponen de relieve las interacciones entre el tumor y su huésped. Nuestro
horizonte ha sido, por un lado, de indole tedrica y por el otro, de indole practica en tanto
podamos describir aspectos que podrian ser utiles en la terapia antineoplasica.

En este sentido, hemos iniciado hace algunos afios el estudio del fenémeno de la
resistencia concomitante (RC), segun el cual un individuo portador de un tumor inhibe
el desarrollo de un implante secundario realizado con células de ese tumor en un sitio
distante (38,40,42,52). Este fendmeno constituye un modelo interesante para estudiar la
participacion del tumor primario en el control de las metastasis, que pueden ser
consideradas como implantes secundarios "naturales" en un individuo portador de un
tumor y cuyo control constituye el principal objetivo de las terapias antineoplasicas. La
experiencia clinica y numerosos datos experimentales revelan que, en muchas
ocasiones, la extirpacion de un tumor va seguida del rapido desarrollo de metastasis que
no eran aparentes al momento de la extirpacion, sugiriendo que la presencia del tumor
primario ejercia un control inhibitorio sobre aquéllas (33-38), cuyo mecanismo podria
ser explotado terapéuticamente.

A pesar de todo lo expuesto acerca de la relacion entre el fenémeno de RC y el
control de metastasis y a pesar de haberse descripto la RC en asociacion con tumores
humanos (33,/41,142), este fenomeno ha sido poco estudiado en comparacion con otras
areas de la oncologia.

Existe evidencia experimental de que la RC puede ser generada tanto por
tumores inmunogénicos (20,47-52) como no inmunogénicos (38,42,128,129) pero

hasta hoy, la RC generada por uno y otro tipo de tumores, habia sido atribuida a
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mecanismos completamente diferentes (mecanismos inmunes T-dependientes en el caso
de los tumores inmunogénicos y mecanismos no inmunolégicos como la atrepsia, la
inhibicion de la angiogénesis y la accion antitumoral de factores antimitoticos en el caso
de los no inmunogénicos) y no se habia explorado la asociacion entre ambos grupos de
tumores (34,35,38,40,47-52).

En este trabajo, usando nueve tumores murinos con diferentes grados de
inmunogenicidad, desde tumores fuertemente inmunogénicos (L15, MC-D, MC-C)
hasta aquéllos con inmunogenicidad indetectable (LB y C7HI), pasando por aquéllos de
inmunogenicidad moderada (MC-B, MNU-2.1, MNUMPA-1.1 y M3) hemos intentado
determinar si, ademas de las diferencias mencionadas, existe un mecanismo o
componente comun de resistencia concomitante inducido por todos los tumores
independientemente de su inmunogenicidad, y de ser asi, cual era su naturaleza y su via

de accion.

Nuestro primer objetivo fue entonces determinar si en algin punto del desarrollo
del tumor primario encontrabamos caracteristicas similares entre la RC generada por
tumores inmunogénicos y no inmunogénicos. El conjunto de los resultados obtenidos
nos permite concluir que durante el crecimiento del tumor primario se generan dos picos
de RC temporalmente separados, que presentarian caracteristicas distintas y estarian
mediados por distintos mecanismos:

a) El primer pico de RC se observo cuando el tumor primario era pequeiio
(<500 mm’) en el momento de realizar el segundo implante tumoral; fue especifico de
tumor, es decir, solo se observo cuando el segundo implante se llevaba a cabo con
células del propio tumor pero no con células de otro tumor y fue dependiente del timo

ya que se observo en ratones eutimicos pero no en ratones nude, genéticamente
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timoprivos. Comparando a los distintos tumores entre si, la intensidad del primer pico
de RC resulto ser proporcional al grado de inmunogenicidad, esto es, cuanto mayor era
la inmunogenicidad del tumor, mayor era la intensidad del primer pico de RC que
generaba. Reciprocamente, cuando la inmunogenicidad era débil o indetectable, el
primer pico de RC no se observaba. Asimismo, la inhibicion del tumor secundario en
esta etapa estuvo asociada a una tipica reaccion de rechazo inmunolégico contra
tumores (355, 144), similar a la observada en rechazos de transplantes alogeneicos, con
una profusa infiltracion por células mononucleares y con la aparicion de extensas areas
centrales de necrosis, observables a través de estudios histologicos. Més aun, la cinética
de aparicion y desaparicion del primer pico de resistencia concomitante inducido por un
tumor fue paralela a la aparicion y desaparicion de la respuesta inmune, mediada por
células o anticuerpos, montada contra ese tumor. Por ultimo, el mecanismo de rechazo
montado contra el segundo implante tumoral no revirti con la extirpacion del tumor
primario.

b) Por otro lado, el segundo pico de RC fue exhibido tanto por tumores
inmunogénicos como no inmunogénicos, lo cual reviste gran importancia para
contestar nuestro objetivo. Este segundo pico de RC se observo cuando el tumor
primario era grande (volumen >2000 mm"®) en el momento de realizar el segundo
implante tumoral. La inhibicion del segundo implante por la presencia de un tumor de
gran volumen no fue especifica de tumor, inhibiéndose también implantes secundarios
llevados a cabo con células de un tumor distinto del primario, aun cuando estas células
eran de un tumor no inductor de RC. La inespecificidad del segundo pico de RC sugiere
que, sean cuales fueren los mecanismos involucrados, éstos podrian potencialmente ser
utilizados no sélo contra el tumor de origen sino también contra otros tumores, sean

éstos inductores de RC o no. Por otro lado, esta inhibicién del tumor secundario fue
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independiente del timo dado que se observo tanto en ratones eutimicos como en ratones
nude. La intensidad de este segundo pico de RC no correlaciono con el grado de
inmunogenicidad, obteniéndose valores similares de RC para tumores con
inmunogenicidades muy disimiles y reciprocamente, importantes diferencias en la
capacidad de generar RC para tumores con inmunogenicidad similar. Por otro lado,
estudios histologicos del sitio del segundo implante tumoral inhibido por un tumor
primario (inmunogénico o no inmunogénico) de gran volumen (segundo pico de RC) no
revelaron, a diferencia del primer pico de RC, signos de necrosis ni de infiltraciéon por
células mononucleares, sugiriendo que tales efectores no participarian al menos
directamente en esta inhibicion. A diferencia de lo observado para el primer pico de RC,
la extirpacion del tumor primario de gran volumen fue seguida de la abolicién de la
inhibicion ejercida sobre el segundo implante tumoral, el cual abandono su estado de
“"tumor dormido" y reanudé su crecimiento, sugiriendo que en este caso la inhibicion es
reversible o al menos parcialmente reversible. Esto confirma observaciones anteriores
en las cuales el tumor secundario inhibido por RC fue capaz de retomar su crecimiento
al ser transplantado en un raton normal (42).

El unico tumor estudiado que no exhibié RC en ningun punto de su desarrollo
fue el tumor C7HI que es el unico que da metastasis pulmonares, lo cual sugiere una
relacion entre la capacidad de inducir RC y la habilidad para restringir el desarrollo
metastasico. Este dato confirma observaciones hechas previamente en nuestro
laboratorio con dos carcinomas de mama murinos que tienen distintos patrones
metastasicos y un origen comun. En ese modelo, el tumor M3 no inducia metastasis
espontaneas mientras el tumor MM3 si lo hacia. A pesar de no haberse detectado
diferencias entre ellos en cuanto al grado de inmunogenicidad, contenido de células

mononucleares, capacidad de generar respuesta NK, capacidad intrinseca para colonizar
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pulmén, etc, se encontr6 una marcada diferencia en la capacidad de generar RC: los
ratones portadores del tumor M3 inducian RC maés fuerte (contra inoculos endovenosos
mayores) que el tumor MM3. Correlativamente, el tumor M3 era capaz de controlar el
desarrollo de sus propias metastasis espontaneas, ya que una vez que se extirpaba el
tumor primario, aparecian metastasis que en cambio no eran evidentes en el animal

portador del tumor (43).

Estudios previos utilizando tumores no inmunogénicos realizados en nuestro
laboratorio y en otros, habian demostrado la existencia de RC en etapas tardias del
desarrollo tumoral, que aqui llamamos "segundo pico de RC" (38,42,53). Por otro lado,
la mayoria de los autores que han estudiado la RC inducida por tumores de fuerte
inmunogenicidad han descripto la existencia del primer pico, asociado a mecanismos
inmunes convencionales, pero no la del segundo pico de RC (47,48,50,52,146-148).
Esto puede deberse a que en la mayoria de estos estudios se analizaron solamente los
estadios tempranos del crecimiento tumoral (48,50,52, 145-148). Por otro lado, la
evaluacion de la RC muchas veces habia sido llevada a cabo con una sola dosis de
células tumorales en el segundo implante, lo cual brinda menor informacion porque no
permite determinar un titulo de RC y en consecuencia muchas diferencias pudieron
haber pasado inadvertidas (52, /45-148). Finalmente, algunos de estos autores
(145,149) no han podido evaluar correctamente la RC ya que el tumor primario fue
removido al poco tiempo del segundo desafio.

La descripcion de dos picos de RC temporalmente separados realizada en esta
Tesis, podria explicar aparentes discrepancias halladas en la literatura. Por ejemplo,
Berendt (52) y Gorelik (53) han trabajado con el tumor fuertemente inmunogénicos

Meth-A, utilizando dosis similares de células tanto en el primero como en el segundo
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implante y sin embargo, mientras el primero ha descripto la existencia de una RC
transitoria en ratones portadores de un tumor pequefio, el segundo observo que la RC no
aparecia cuando el tumor primario era pequefio y aumentaba progresivamente a medida
que aquél crecia. En nuestra opinion, la razon de estas conclusiones a primera vista
contradictorias pero, a nuestro entender, complementarias, reside en los distintos
estadios del crecimiento del tumor primario en los que cada autor ha evaluado la RC y
en el concepto que cada uno tenia de "tumor pequefio": mientras el primero (52) habia
estudiado el fenomeno de RC cuando el tumor primario era <400 mm’ , el segundo (53)
habia focalizado su estudio en etapas més avanzadas del desarrollo del tumor primario
(entre 500 y 5000 mm®). Otros ejemplos similares de aparentes discrepancias basados
en la observacion de distintas etapas del crecimiento tumoral, se observan en estudios de
la RC inducida por el melanoma B16 (54,147), el carcinoma murino 3LL (34,54), los
sarcomas inducidos por metilcolantreno (/50-152) y el carcinoma de rata Flexner-

Jobling (153).

Como hemos mencionado previamente, el primer pico de RC estaria mediado
por mecanismos inmunes dependientes del timo -que han sido ampliamente estudiados
por éste y otros laboratorios- y esta asociado a la necrosis masiva del segundo implante
tumoral. Por otro lado, el segundo pico de RC —comun a tumores inmunogénicos y no
inmunogénicos- estaria mediado por mecanismos distintos de los inmunolégicos
clasicos, que no han sido hasta hoy investigados en profundidad.

Para iniciar este estudio, el segundo objetivo de este trabajo fue describir cuales
eran los patrones de proliferacion y muerte celular en el tumor secundario inhibido por
la presencia de un tumor primario de gran volumen (segundo pico de RC) usando como

modelos de estudio, tumores inmunogénicos y no inmunogénicos.
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En ambos modelos tumorales, la inhibicion del tumor secundario estuvo
asociada a una disminucion en el nimero de células proliferantes teniendo en cuenta
tanto a las células en mitosis como a las células que expresan altos niveles del Antigeno
Nuclear de Proliferacién Celular o PCNA y a un aumento en el nimero de células en
apoptosis.

A diferencia de lo observado por nosotros, Folkman y col. (35,63) mostraron que
la inhibicion de las metastasis por la presencia de un tumor primario se daba
exclusivamente mediante la induccion de apoptosis en las metastasis, altribuida a un
efecto antiangiogénico. Es posible que el resultado obtenido por ellos sea consecuencia
del tipo particular de tumor estudiado, de la etapa del crecimiento del tumor primario
donde se focalizé el estudio y del hecho de que, a diferencia de nuestro modelo, ellos
observan solo un efecto indirecto (a través de la inhibicion de la neovascularizacion) y
no un efecto directo sobre las células tumorales, por lo cual sus resultados podrian
explicar solo una parte de los observados en nuestro modelo.

El estudio de la distribucion en el ciclo celular del tumor secundario inhibido por
RC (segundo pico de RC) revel¢ alteraciones en el patron de distribucion de las células
a lo largo del ciclo celular, observandose un crecimiento de la poblacion de células con
contenido de DNA correspondiente a la fase S y una disminucion de las subpoblaciones
G:2-M y Go-G;.

Si bien los estudios realizados in vivo se basan en mediciones “instantineas”
(posicion en el ciclo celular, proporcion de células en mitosis o proliferantes
determinadas con el PCNA, proporcion de células en apoptosis), nos permiten, con
ciertas limitaciones, hacer especulaciones en cuanto a los cambios que se producen en la

cinética o progresion del ciclo celular.
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Los cambios en la distribucion en el ciclo celular observados en el tumor
secundario inhibido por RC podrian ser consecuencia de un enlentecimiento de las
células al atravesar la fase S (de sintesis de DNA). Dicho “arresto” daria como
consecuencia un aumento de la fraccion de células en fase S y una disminucion de las
fases restantes. Este efecto se ha observado en otros sistemas, donde las células
tumorales son tratadas con distintas drogas quimioterapicas —como el cis-
diaminodicloroplatino o la camptotecina y como efecto de la radiacion o la hipoxia
(86-88,92,117,154,155). En estos sistemas las células sufren un enlentecimiento en la
fase S y dejan de incorporar nucleétidos, siendo células que no progresan en el ciclo
celular y paraddjicamente, engrosan la fraccion S. En este sentido, es importante sefialar
que el % de células en fase S, usado muchas veces en la clinica como parametro de
proliferacion de un tumor (156, 157) puede o no dar una pauta certera, por lo cual es
recomendable la utilizacion simultanea de varias metodologias.

Por otro lado, los cambios observados en la distribucion en el ciclo celular
podrian ser consecuencia de la induccion de apoptosis en forma mayoritaria en las fases
Go-G1 y G2-M, produciendo un aumento relativo de la fraccién S.

La observacion de una disminucion en el nimero de células proliferantes (PCNA
positivas y en mitosis) en nuestro modelo in vivo y la inhibicion de la incorporacion de
nucledtidos en nuestro sistema in vifro sugieren que uno de los mecanismos
responsables de los cambios en el patron de distribucion de las células en las distintas
fases del ciclo celular es el enlentecimiento postulado en la primera hipotesis.
Adicionalmente, nuestros resultados no nos permiten descartar que la apoptosis
diferencial podria ser un aporte adicional a los cambios observados.

Por otro lado, el hecho de que el efecto antiproliferativo preceda a la induccion

de apoptosis nos permite descartar que esta ltima — a través de una disminucion en el
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nimero de células disponibles para proliferar- sea la responsable de todos los efectos
observados. En el futuro, creemos importante estudiar estos aspectos a partir de la
obtencion de cultivos sincronizados y a partir de estudios in vitro con tiempos mas
prolongados, para lo cual seria conveniente adoptar un modelo mas adaptado al
crecimiento en cultivo. Los estudios realizados en el presente trabajo tanto in vivo como
mediante cultivos primarios de células tumorales tienen la importancia de reflejar de

forma mas cercana y con menos artificios, lo que ocurre en el individuo.

El tercer objetivo propuesto fue describir los mecanismos efectores del segundo
pico de RC.

Como hemos discutido previamente, los resultados de este trabajo sugieren que
los mecanismos inmunes convencionales no jugarian un rol importante en el segundo
pico de RC, a pesar de su relevancia en el primer pico de RC. Esto significa que el
segundo pico de RC deberia explicarse por mecanismos no inmunolégicos. El primero
de estos mecanismos propuestos se conoce con el nombre de atrepsia y postula que un
tumor primario que induce RC —a diferencia de un tumor incapaz de inducirla- genera
un gradiente de nutrientes y factores de crecimiento a su favor y como consecuencia de
esta sustraccion impediria el desarrollo del segundo implante tumoral (33,38,40). Hasta
el momento no se han realizado estudios sistematicos tendientes a demostrar o descartar
esta hipdtesis en relacion con el fenémeno de RC. En nuestro laboratorio hemos
realizado algunas observaciones que no favorecerian esta hipétesis: en efecto, hemos
demostrado que el tumor LB es capaz de restringir el desarrollo de las metastasis
pulmonares de otro tumor (el C7HI, el cual no es inductor de RC) a pesar de que el
tumor C7HI que dio origen a las mismas sigue creciendo sin ser inhibido (/4/). Estas

observaciones no apoyarian esta hipotesis ya que la falta de nutrientes deberia haber
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afectado a ambos, las metastasis y el tumor primario C7HI, a menos que éste ultimo
fuera capaz de atraer o sustraer mas nutrientes que las metastasis. Sin embargo, de
acuerdo con esta teoria, ésto no seria posible ya que la capacidad de atraer o sustraer
nutrientes seria proporcional a la capacidad de generar RC y hemos admitido que el

tumor C7HI no es inductor de RC.

Una segunda hip6tesis no inmunologica sugiere la existencia de un mecanismo
indirecto de inhibicion tumoral basado en la inhibicién de la neovascularizacién del
tumor secundario (35,57). En el presente trabajo hemos observado una disminucion en
el nimero de vasos sanguineos que drenan el tumor secundario MC-C inhibido por la
presencia de un tumor primario de gran volumen, o sea asociado al segundo pico de RC.
Esto sugiere que la inhibicion de la angiogénesis podria estar involucrada en este
fenomeno, al menos en la etapa de establecimiento del tumor secundario, o sea en los
primeros dias desde su implantacion, que es donde esta inhibicion de la
neovascularizacion fue manifiesta. Hemos hecho dos observaciones que sugieren que la
inhibicion de la angiogénesis seria una de las causas de la RC y no una consecuencia de
un menor crecimiento del tumor secundario: a) la disminucién en el nimero de vasos
observables macroscopicamente precede a las diferencias en el crecimiento tumoral y b)
aun cuando comparamos tumores de igual volumen (correspondiente al dia 10 en el
grupo control y dia 18 en el experimental) se observa un menor nimero de vasos en este
ultimo.

Por otro lado, algunas observaciones sugieren que, ademas de este mecanismo
indirecto basado en la inhibicion de la angiogénesis, también estarian involucrados otros

mecanismos:
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a) Una vez que se iguala el nimero de vasos en el grupo control y experimental, el
volumen del tumor secundario en el grupo experimental no s6lo sigue siendo menor —lo
cual podria ser consecuencia de la previa inhibicion de la angiogéneisis observada- sino
que la pendiente de la cinética de crecimiento del mismo es sensiblemente menor que la
del grupo control.

b) Observaciones previas realizadas en nuesto laboratorio sugieren que estarian
involucrados también, mecanismos de accion directa sobre las células tumorales. En
efecto, el tumor primario LB inoculado por via subcutanea, es capaz de restringir el
crecimiento de un tumor LB inoculado por via intraperitoneal, a pesar de que en este
ultimo caso, no se requeriria la formacion de neovasos para el desarrollo tumoral (140);
por otro lado, hemos demostrado que el tumor LB es capaz de restringir el crecimiento
de las metastasis pulmonares del tumor C7HI mediante una disminucion de las células
en mitosis y mediante la induccion de apoptosis aiin cuando estas metastasis se

encuentran en un estadio prevascular (141).

Todo esto nos llevé a explorar una tercera hip6otesis no inmunoldgica que plantea
la participacion de factores solubles antimitéticos producidos en presencia del tumor
primario (33,34,38,158) que ejercerian su accion directamente sobre las células
tumorales.

En este trabajo hemos demostrado la existencia de factores inhibitorios de la
proliferacion in vitro de las células tumorales, en el suero de ratones portadores de
tumores que inducen RC. Esta actividad inhibitoria creci6 proporcionalmente con el
volumen tumoral y con la intensidad del segundo pico de RC: cuanto mayor fue el
segundo pico de RC (tumor LB) mayor fue el titulo de actividad inhibitoria en el suero

de estos ratones; reciprocamente, cuando el segundo pico de RC estuvo ausente (el
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unico caso fue el tumor C7HI), también estuvo ausente esta actividad sérica inhibitoria.
Por otro lado, dicha actividad inhibitoria fue independiente de la inmunogenicidad del
tumor, ya que no hubo correlacion entre la intensidad de esta actividad inhibitoria y el
grado de inmunogenicidad propio de cada tumor, sugiriendo que tales factores
inhibitorios no estarian relacionados con la respuesta inmune antitumoral. En este
sentido, los dos tumores con mayor actividad inhibitoria (el LB y el L15) fueron
justamente el menos inmunogénico y el mas inmunogénico respectivamente de todos
los estudiados. Por otro lado, sueros de ratones inmunizados contra el tumor L15 o
MC-C que habian rechazado el tumor, no exhibieron actividad inhibitoria in vitro.

La actividad inhibitoria sérica ha sido dificil de transferir in vivo a animales no
portadores de tumor debido a que esta actividad se perdia rapidamente en el suero de los
ratones que habian recibido repetidos indculos endovenosos o intraperitoneales de suero
con alta actividad inhibitoria, probablemente por la rapida degradacion o
metabolizacion de los factores involucrados o al reclutamiento de los mismos por otros
tejidos (73).

No obstante, a pesar de esta dificultad practica, existen numerosas evidencias
que sugieren que esta actividad sérica no es s6lo un acompaiiante del fenémeno de RC
$ino su causa:

a) Se observo una resistencia al crecimiento de un implante tumoral (por ejemplo, MC-
C o LB) en un ratén normal unido en parabiosis a un raton portador de un tumor LB
0 MC-C de gran volumen. Esta "imitacion" de la resistencia concomitante
correlaciono con la presencia de actividad inhibitoria sérica transferida del raton
portador de tumor al raton normal unido en parabiosis con él. Mas ain, cuando
ambos ratones en parabiosis fueron separados, el titulo de actividad inhibitoria

decayo progresivamente en el suero del raton normal, al mismo tiempo que las
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células LB o MC-C, previamente inhibidas, comenzaron a crecer. Estos
experimentos sugieren que el segundo pico de resistencia concomitante depende de
la presencia de un alto y persistente nivel de actividad inhibitoria en el suero y que
este nivel podria ser alcanzado sin ser portador de un tumor, lo que sugiere que esta
actividad inhibitoria podria ser util en la terapéutica antitumoral.

Es interesante que una situacion similar a la observada con la RC ocurre en
la regulacién del crecimiento del higado. En efecto, la hepatectomia parcial o total
estimula la proliferacion de hepatocitos implantados en otro sitio (759). Mas aun, el
suero de animales normales y hepatectomizados exhibe efectos inhibitorios y
estimulatorios respectvamente de la proliferacion in vitro de los hepatocitos. No
obstante, los numerosos intentos para inhibir la regeneracion hepatica por repetidas
inyecciones de suero normal o para estimular el crecimiento hepatico por inyeccion
de suero de animales hepatectomizados no ha sido exitosis, mientras que la
transferencia de sefiales inhibitorias y estimulatorias de la proliferacion hepatica fue
posible en ratones en parabiosis (160).

En estudios recientes de nuestro laboratorio donde se ha evaluado el efecto
inhibitorio de un tumor inductor de RC (el LB) sobre las metastasis pulmonares de
otro tumor (el C7HI) no inductor de RC, hemos demostrado que es posible
transferir esta inhibicion in vivo por inoculacion endovenosa periodica de suero de
ratones portadores de LB (manuscrito en preparacion). Esto constituiria una
evidencia directa de la accion antitumoral in vivo de este suero. Es posible que la
mayor dificultad encontrada en esta Tesis y en trabajos anteriores para inhibir el
crecimiento de un implante tumoral por inoculacion de suero de ratones portadores
del mismo tumor se deba a la diferente cinética de crecimiento de los tumores

estudiados. En efecto, el tumor C7HI y sus metastasis crecen mucho mas
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lentamente que los otros tumores y esto podria permitir evaluar mejor los efectos de
una trasferencia adoptiva.

La extirpacion de un tumor primario de gran volumen, ya sea inmunogénico o no
inmunogénico, fue acompaiiada de una caida de la actividad inhibitoria y
correlativamente se observé una abolicion de la capacidad de inhibir un segundo
implante tumoral ya sea que éste hubiese sido realizado antes o después de la
extirpacion del tumor primario.

Tanto el segundo pico de RC in vivo como la actividad antiproliferativa in vitro
fueron inespecificos de tumor e independientes de la presencia del timo.

Como se mencion6 previamente, la exposicion in vitro de las células tumorales a
distintas concentraciones de suero de portadores de tumor indujo, con respecto a las
mismas células tratadas con suero normal, una inhibicion de la proliferacion medida
por incorporacion de (*H)timidina. El estudio mas profundo mediante el uso de
distintas técnicas revelo la presencia de células en apoptosis como asi también la
existencia de alteraciones en la distribucion en el ciclo celular. En este sentido, se
observo un aumento de la fraccion de células en fase S y una disminucion de la
subpoblacion en fases G2-M y Go-G). Todas estas alteraciones observadas in vitro
son similares a las que sufre in vivo el tumor secundario inhibido por resistencia
concomitante (segundo pico de RC).

Tanto el fenémeno de RC in vivo como la actividad inhibitoria in vifro son al menos
en parte, reversibles. Otros autores habian descripto que la inhibicion de células
epiteliales por accion del Transforming Growth Factor B (TGF B) in vitro era
también parcialmente reversible, coexistiendo fendmenos antiproliferativos y de
muerte celular, atribuyendo esa reversibilidad al hecho de que so6lo algunas

subpoblaciones celulares eran sensibles a la induccion de apoptosis (/62). Por otro

157



lado, algunos autores han descripto la induccion de un estado de tumor dormido
reversible al tratar un linfoma B con anticuerpos anti-IgM y demostraron que tal
estado se alcanza mediante la induccion de apoptosis y arresto en el ciclo celular
(97). Por ultimo, el modelo de inhibicion metastasica atribuida a la accion de la
"angiostatina" estudiado por Folkman y col. (35,63) involucra solamente un
mecanismo apoptotico manteniéndose altos los niveles de proliferacion y aun asi se
comprueba que se alcanza un estado de “tumor dormido" que se revierte al extirpar
el tumor primario. En nuestro sistema, en vista de las perturbaciones en los patrones
citocinéticos sufridos por el tumor secundario y por las células tumorales tratadas in
vitro con factores derivados del suero, creemos que las células arrestadas (o
"retardadas") en su progresion en el ciclo celular, retomarian el mismo una vez que
se quita el elemento inhibidor (sea éste el tumor primario o los factores derivados
del suero); por otro lado, la subpoblacion que no fue afectada y que, aunque en
cantidad insuficiente para determinar el desarrollo del tumor secundario o la
proliferacion del cultivo, sigue ciclando, también daria un aporte en la reversion de
estado de tumor dormido. Por ultimo, la poblacion que ya sufrié apoptosis,

obviamente, no seria capaz de retomar el ciclo celular.

En cuanto a la comparacion entre células tumorales y normales pueden hacerse
las siguientes observaciones:

El suero de portadores de tumor fue capaz de inhibir la proliferacion in vitro de
células endoteliales, que son componentes principales de los vasos sanguineos. Esto
sugiere que el mismo grupo de factores séricos que ejerceria su accion directa sobre las
propias células tumorales inhibiendo su crecimiento, también podria ser responsable de

la inhibicion de 1a angiogénesis. Por el contrario, este suero no afecta la agregacion
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plaquetaria, que es considerada un evento importante en la diseminacion metasasica, lo
cual esta de acuerdo con la observacion de que la presencia de un tumor primario puede
inhibir drasticamente el crecimiento in vivo de implantes secundarios tumorales
artificiales o naturales (metastasis) ya establecidos pero tiene poco efecto sobre la
diseminacion metastasica (/41).

Por altimo, se demostrd que el suero de ratones portadores de tumor también
ejercia un efecto inhibitorio sobre fibroblastos y linfocitos normales —en el caso de los
linfocitos, proporcionalmente a su grado de proliferacion-, aunque el efecto inhibitorio

fue menor al observado sobre células tumorales.

En cuanto al origen de los factores séricos antitumorales, la observacion de que
al extirpar el tumor, su actividad decae, sugiere que podrian ser elaborados por el propio
tumor. Los experimentos realizados con medios condicionados obtenidos de cultivos de
células tumorales in vitro muestran una tendencia en este sentido, ya que pudo
recuperarse cierta actividad inhibitoria en los mismos, la cual estaba ausente en cultivos
de fibroblastos normales embrionarios.

Alternativamente, no podemos descartar la posibilidad de que el tumor induzca a
otras células del huésped a elaborar estos factores inhibitorios. En este sentido, en
nuestro laboratorio se habia demostrado que la inoculacion de drogas antiinflamatorias
reducia la actividad inhibitoria en el suero sugiriendo que no sélo el tumor sino las
alteraciones que induce en el huésped, podrian ser responsables de la produccion de esta
actividad (7/40). Por otro lado, nuestros resultados actuales sugieren que ni el timo
(6rgano linfatico en el cual se produce la maduracion de los linfocitos T) ni las

glandulas adrenales (principales productoras de glucocorticoides, de conocida accion
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antiproliferativa sobre linfocitos T) ni tampoco el bazo (datos no mostrados) serian los

responsables de su elaboracion.

En cuanto a la naturaleza de los factores séricos antitumorales, la caracterizacion
en paralelo de la actividad antiproliferativa e inductora de alteraciones en el ciclo
celular y de apoptosis, revelé importantes similitudes. Todas ellas exhibieron
inespecificidad, produciendo efectos in vitro no sélo contra las células del tumor del
animal de cuyo suero se aislaron sino también contra células de otros tumores, por otro
lado, todas ellas estuvieron mediadas por factores termorresistentes y dializables y de un
peso molecular cercano a 1000 D estimado por su posicion en columnas
cromatograficas de Sephadex G-15. Esto sugiere que tanto la actividad antiproliferativa,
inductora de alteraciones en el ciclo celular e inductor de apoptosis podrian estar
mediadas por el mismo factor/s o por un grupo de factores con caracteristicas similares.

En nuestro laboratorio hemos caracterizado con mayor detalle al factor/es que
media la actividad antiproliferativa, basada en ensayos de incorporacion de
(*H)timidina, hallada en el suero de ratones portadores de un tumor no inmunogénico (el
tumor LB): este factor fue recuperado en una columna HPLC presentando maxima
absorcion a 215 y 266 nm, fue anidnico a pH neutro, exhibio grupos carboxilo libres y
una o mas moléculas de tirosina. Por ultimo, estudios de espectrometria de masa
revelaron la presencia de tres picos, correspondientes a pesos moeculares: 876.3, 1034.7
y 1304.7 representando posiblemente un componente activo con distintas
modificaciones (/41). Las similitudes entre los factores que median las tres actividades
descriptas en esta Tesis, nos sugieren que estas propiedades quimicas encontradas para
la actividad antiproliferativa, podrian ser también compartidas por la actividad inductora

de alteraciones en el ciclo celular y de apoptosis.

160



Discusioén

Factores antitumorales conocidos como el TNF a., la familia del TGF j3,
interferones, poliaminas, angiostatina, endostatina, 6xido nitrico y glucocorticoides no
estarian involucrados debido a su diferente peso molecular, a diferencias en sus
propiedades fisicas y bioldgicas (por ejemplo, ni el TGF B ni el TNF a ni la angiostatina
son resistentes al calentamiento; por otro lado, la angiostatina y la endostatina ejercen su
accion sobre células endoteliales pero no sobre las propias células tumorales) y/o en

base a determinaciones especificas realizadas en este trabajo.



Conclusiones y Perspectivas

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como conclusion general de esta Tesis podemos decir que la RC que se genera a
lo largo del desarrollo de un tumor exhibe dos picos temporalmente separados que
estarian mediados por mecanismos distintos:

El primer pico, que es generado s6lo por tumores inmunogénicos pequefios, esta
asociado a mecanismos inmunoldgicos convencionales, que han sido muy estudiados
por éste y otros laboratorios.

El segundo pico, que es generado por tumores inmunogénicos y no
inmunogénicos de gran volumen, esta asociado a un mecanismo distinto del
inmunoldgico convencional, que estaria mediado por un factor/es sérico de bajo peso
molecular no relacionados con moléculas antitumorales previamente descriptas.

Este factor/es ejerceria un efecto inhibitorio directo y otro indirecto sobre el
tumor secundario: el efecto directo induciria en las propias células tumorales, efectos
antiproliferativos con alteraciones en el patron de distribucion de sus células en las
distintas fases del ciclo celular, como asi también apoptosis; el efecto indirecto se

ejerceria a través de la inhibicion de la neovascularizacion.

El estudio realizado abre dos horizontes: uno tedrico y uno aplicado.

Con respecto al primero, es intrigante que una situacion similar a Ja RC se
observa en la regulacion del crecimiento normal, como por ejemplo el higado,
sugiriendo que “él tumor puede asimilarse mas a un 6rgano integrado que a un conjunto
de células independientes” como propuso el Dr Prehn (/62). Por lo tanto la comprension
de la RC podria ayudar a develar algunos mecanismos de regulacion de la proliferacion

tumoral y normal.
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Por ultimo, el estudio y el manejo de los factores que median la actividad
antitumoral asociada a la RC podria ser util para mejorar la terapia antineoplasica,
utilizando y potenciando el rol de factores fisiologicos presentes en el organismo

portador de un tumor.
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