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RESUMEN

Existen evidencias que tanto las células endoteliales presentes en la vasculatura de
un tumor como las propias células tumorales liberan factores que promueven la
mutua proliferacion. Asimismo, los leucocitos que llegan al sitio tumoral atraidos
por estimulos quimiotacticos pueden contribuir de manera importante a la
progresion o regresion del tumor, lo que pone de manifiesto un alto grado de
dependencia entre estos tres grupos celulares.

El objetivo de este trabajo de Tesis fue investigar la interrelacion entre las células
endoteliales (CE) y las células inflamatorias responsables de la inmunidad innata
en el desarrollo tumoral. Para ello, se estudi6 el desarrollo de la neovascularizacion
en tumores mamarios murinos de distinto comportamiento biolédgico,
observandose que el tipo histoldgico (lobulillar o ductal) no guarda relaciéon con
ningun perfil angiogénico particular. Sin embargo, se encontr6 que la tasa de
crecimiento y la capacidad de producir metastasis estin acomparniadas por un
desarrollo microvascular mas activo.

Esto evidencia un comportamiento de valor prondstico como lo observado para
tumores humanos y destaca la utilidad del anticuerpo monoclonal MEC 13.3 anti-
CDa31. Este mismo anticuerpo se utilizé acoplado a esferas inmunomagnéticas para
el aislamiento de CE de tejidos normales y neoplasicos con el objeto de establecer
lineas que permitan estudiar la heterogeneidad fenotipica y funcional de las CE. Si
bien no se logr6 reproducir el microambiente tumoral en cultivo para perpetuar el
crecimiento in vitro de las CE derivada de tumores, se logro establecer una linea de
CE derivadas de tejido normal renal. Caracteristicas como la expresion de CD31,
moléculas de adhesion como VCAM-1, ICAM-1 y ELAM-1, expresion del factor de

von Willebrand, la captacion con avidez de LDL acetilado y la sensibilidad a



Shigatoxina-1 (13-20%) definen el perfil de la que es hasta el presente la primera
linea descripta de endotelio microvascular renal murino.

La vasculatura no sélo provee perfusion de oxigeno y nutrientes al tumor, sino que
permite la llegada y extravasacion de células inflamatorias que segun sus
caracteristicas pueden tener efectos positivos o negativos en el desarrollo tumoral.
Con el objeto de estudiar y modular el aflujo de células inflamatorias al tumor, se
analiz6 si la generacion de necrosis por crioterapia en melanomas, a partir del
dano producido en las células tumorales, podria inducir la llegada de células
inflamatorias al sitio y particularmente de células presentadoras de antigenos.

Se encontr6 que la induccién de necrosis por crioterapia (77-100% de la masa
tumoral) en melanomas humanos (IIB-MEL-]) crecidos en ratones nude produjo
activacion temprana del endotelio y wuna rapida llegada de células
polimorfonucleares (PMN) al sitio tumoral, seguidos del reclutamiento mas tardio
de macrdfagos que persistieron hasta 15 dias después del tratamiento. Estas
manifestaciones condujeron a la formaciéon de un infiltrado peritumoral muy
importante pero sin infiltracién intratumoral. La administracion intralesional de
una dosis de 500U de la citoquina GM-CSF aument? el infiltrado intratumoral de
macréfagos y PMN post tratamiento. El aumento en el nimero de células
dendriticas (DEC205+) y su movilizacidn a capas mas profundas de la dermis
cercanas a las zonas peritumorales, ademas de la formacion de anticuerpos
sugieren que la necrosis inducida con la crioterapia y la adyuvancia con GMCSF
pueden resultar una estrategia util para aumentar el infiltrado intratumoral.
Lograr la llegada de células presentadoras de antigenos DEC 205+ y macroéfagos
F4/80+ al tumor podria contribuir a captar los antigenos liberados durante la

necrosis para ser llevados a los ganglios cercanos para la presentacion antigénica.
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A las 4 hs de la administracion de GM-CSF, la citoquina es retenida en el tumor
cuatro veces mds que la inyectada subcutdneamente, lo que podria contribuir al
reclutamiento intratumoral observado.

El melanoma utilizado en estos estudios secreta cantidades no detectables
(inferiores a 12 pg/ml) de la quemoquina MCP-1 (monocyte chemotactic protein),
una de las principales responsables de conducir a la formacion de infiltrados
monocito/macrofagicos en tumores. En biopsias de melanomas metastasicos
humanos encontramos que 100% de ellos producen MCP-1 con variada intensidad
de expresion y numero de células positivas. La intensidad de expresion se
correlaciono con la vascularizacion, sugiriendo un efecto directo de la quemoquina
sobre la angiogénesis. La presencia de importantes focos de macroéfagos infiltrantes
dentro del tumor se encontré particularmente asociada a areas de activa
angiogénesis pero no asociado a estructuras vasculares de gran calibre. Esto podria
ser un indicio de la ruta de extravasacion de los macréfagos frente al estimulo
quimiotactico o a un efecto proangiogénico de los macréfagos reclutados. Para
disponer de un modelo que nos permita estudiar mejor el rol de los macréfagos
infiltrantes al tumor, se transfecto la linea IIB-MEL-] con el cDNA correspondiente
al MCP-1 humano, obteniéndose asi una linea que produce 940 pg/ml/10°
células/48 hs. Las células transfectadas son de menor tamano, mayor capacidad
migratoria frente a medios condicionados ricos en componente de matriz, menor
adhesion al endotelio y no presentan diferencias en la tasa de crecimiento in vitro.
Los tumores producidos por inyeccion subcutdnea de las células productoras
presentan un infiltrado de macrofagos tanto intra como peritumoral
significativamente mayor que los tumores parentales, hasta 30 dias de la
inoculacidn de las células. Sin embargo, son similares en tamaro a los originados
por la linea parental, lo que sugeriria que, a diferencia de otros modelos

experimentales, la presencia de macrofagos es necesaria pero no suficiente para
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inducir regresion, para la cual se requeriria de la respuesta efectora, ausente en
ratones nude. Por lo tanto, hemos generado un modelo muy interesante que nos
permitird continuar con el estudio del rol de los macréfagos y extrapolar los
ensayos de modulacion del infiltrado con GM-CSF en tumores productores de

MCP-1.

Palabras clave: infiltrado inflamatorio; GM-CSF; necrosis; MCP-1; macrofagos;

angiogénesis; células endoteliales
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ABSTRACT

There is growing evidence that vascular endothelial cells as well as tumor cells
produce factors that reciprocally promote proliferation. In addition, leukocytes
arriving to the tumor site attracted by chemotactic stimuli may contribute
importantly to tumor progression or regression, which highlights the big
interdependence among these three cellular groups.

The objective of this Thesis was to investigate the interplay among endothelial cells
(EC) and inflammatory cells responsible of innate immunity in tumor
development. For this purpose, neovascularization analysis performed in mice
mammary tumors with different biological behaviour showed that the histological
type (lobular or ductal) was not related to any particular angiogenic profile.
However, an elevated microvascular density accompanied tumor growth rate and
the ability to produce metastasis. The prognostic value of angiogenesis resembles
the one described for human tumors and underlines the use of the monoclonal
antibody against CD31 (MEC 13.3) as a useful tool for this kind of studies. The

same antibody was coupled to immnunomagnetic beads for EC isolation from



normal and neoplastic tissues with the purpose of establishing EC lines, which
could allow the study of phenotypic and functional heterogeneity in EC
population. Even when it was not possible to reproduce the tumor
microenvironment in culture to allow tumor-EC growth in vitro, the establishment
of a line derived from normal renal tissue was accomplished. Characteristics like
CD31 and VCAM-1, ICAM-1 and ELAM-1 expression, presence of von Willebrand
factor, avid uptake of acetylated LDL particles and Shigatoxin susceptibility (13-
20%) are some of the features of the first murine microvascular renal EC line
described to the present.

Vascularization provides oxygen and nutrient perfusion to tumors but is also the
route for inflammatory cells arrival and extravasation, whose presence could
influence positively or negatively on tumor fate. In order to study and modulate
the affluence of inflammatory cells to the tumor, cryosurgery-induced necrosis was
generated in melanomas assuming that the tumor cells debris and released factors
could trigger the affluence of inflammatory cells, particularly antigen presenting
cells.

We found that cryosurgery-induced necrosis (77-100% of tumor mass) in human
melanomas (1IB-MEL-]) xenografted in nude mice produced early activation of
endothelium and a quick infiltrative response of PMN, followed by a latter
response of macrophages, which persisted until 15 days after treatment. These
events drove to the formation of very important peritumoral infiltrates but scarse
intratumoral inflammatory cells. Intralesional application of a single 500U dose of
the cytokine GM-CSF to cryotreated tumors augmented macrophages and PMN
intratumoral infiltration after treatment. The increase of DEC205+-dendritic cells
and their mobilization to deeper layer of the dermis close to the peritumoral areas,
besides antibody formation, suggest that cryosurgery-induced necrosis and the

adjuvancy with GM-CSF could be a useful strategy to increase intratumoral



infiltration. Eliciting the affluence of antigen-presenting cells DEC205+ and F4/80+
macrophages to the tumor site could contribute to the capture of the released
antigens during necrosis and its presentation in draining lymph nodes.

At 4h after administration, retention of GM-CSF in the tumor was four-fold higher
than when injected subcutaneously, which could contribute to the intratumoral
infiltration registered.

The melanoma cells employed in these studies produced undetectable levels
(lower than 12 pg/ml) of MCP-1 chemokine, one of the main chemokines
responsible to recruit monocyte/macrophages to tumors. We found that 100% of
human metastatic melanomas biopsies were positive for MCP-1, expressed a
variable number of cells and with different intensities. Expression of MCP-1
correlated with vascularization, suggesting an effect of the chemokine on
angiogenesis. The important presence of macrophages infiltrating the tumor was
particularly associated with areas of dense microvascular structures rather than
with vessels of larger caliper. This could give an indication of the route of
extravasation followed by macrophages attracted by the chemotactic stimulus, or
alternatively be the effect of proangiogenic macrophages recruited. To develop a
model which allowed us to study in further detail the role of infiltrating
macrophages to tumor, [IB-MEL-] melanoma line was transfected with cDNA of
human MCP-1, obtaining a line which produced 940 pg/ml/10¢ cells/48 h. The
transfected cells were smaller, had an increased migratory capacity to rich-in-
matrix-components conditioned supernatants and less adhesive to endothelium.
They did not present differences in in vitro growth rate. Tumors generated by the
subcutaneous injection of MCP-1-producing cells showed significantly higher
peritumoral and intratumoral infiltrates with respect to parental tumors until 30
days after cell inoculation. Nonetheless, the tumors were similar in size to those

originated from the parental cells, what could suggest the absence of an effector



response in nude mice. Consequently, we have generated an interesting model,
which will allow us to pursue the studies on the role of macrophages and the

modulation of infiltrates with GM-CSF in MCP-1-producing tumors.

Keywords: inflammatory infiltrate; GM-CSF; necrosis; MCP-1; macrophages;

angiogenesis; endothelial cells
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Introduccion

A continuacién, y previo al desarrollo del trabajo experimental, se definen
conceptos bdasicos necesarios para la introduccién tedrica de ciertos conceptos
relacionados al tema de estudio. Se sefiala una breve introduccion al cancer y a los dos
modelos utilizados (cancer de mama y melanoma), conceptos relacionados a los pasos
que conducen a establecer un proceso inflamatorio, una breve resefia sobre las
citoquinas utilizadas (GM-CSF y MCP-1) y una introduccién breve al conocimiento de

las células endoteliales y a la angiogénesis.

1. CANCER

(1. 1) Definicion y Clasificacion

El cancer es una enfermedad de origen genético que resulta de la acumulacion de
cambios en una célula. Estos cambios llevan a una proliferacion descontrolada y a la
capacidad de invadir tejidos adyacentes y colonizar otros 6rganos. La mayoria de las
mutaciones que originan un cancer son somaticas, sin embargo, aproximadamente el 1%
de todos ellos se dan en individuos que presentan una predisposicion heredada a la
enfermedad [Fearon, 1997]. Se han caracterizado mas de 100 tipos diferentes de cancer.
Cada tipo puede ser considerado como una enfermedad distinta, debido a que muchos
de ellos posee un desarrollo caracteristico, definidos por la edad media de los individuos
en los que aparece, el ritmo de crecimiento, la invasividad local y a distancia, la
respuesta a los tratamientos convencionales y la letalidad que tienen para el individuo.

El crecimiento y renovacion de los tejidos de un organismo estan
homeostaticamente controlados. Los diversos tipos celulares ya diferenciados se
mantienen en cantidad y posiciones relativas sin grandes variaciones. Cuando una célula
pierde o ve alterados los mecanismos de control de la proliferacion se origina un tumor
o neoplasia. Sin embargo, esto no constituye necesariamente un cancer. De acuerdo a su

comportamiento los tumores pueden ser clasificados en “benignos” o “malignos”. En




Introduccion

un tumor benigno, las células neoplasicas permanecen agrupadas en una Unica masa
tumoral en su lugar de origen, sin invadir tejidos adyacentes y las células que los
componen estan bastante diferenciadas. Estos tumores son generalmente de crecimiento
lento, pudiendo alcanzar volimenes muy grandes. El tejido normal circundante esta
siempre bien demarcado. Habitualmente puede obtenerse la curacién por remocion
quirirgica del tumor. Hablamos de tumor maligno o céncer, cuando las células
neoplasicas proliferan rapidamente invadiendo tejidos adyacentes y son capaces de
migrar hacia otros organos produciendo ‘“‘metéstasis”. Las transformaciones que
convierten la proliferacién celular original (tumor primario) en un tumor maligno e

invasivo reciben la denominacién general de progresion tumoral.
(1. 2) Progresiéon Tumoral

La progresion tumoral es un proceso de miltiples etapas que depende tanto de
factores propios de la célula tumoral como de factores del huésped. El primer paso de la
cascada metastastica consiste en atravesar la matriz extracelular que se interpone entre
el tumor primario y el sistema circulatorio. Una vez que el tumor ha penetrado la
membrana basal y la matriz adyacente, las células deben llegar a la circulacién. Este
paso es facilitado por el hecho de que las células tumorales pueden secretar una serie de
factores angiogénicos capaces de estimular la vascularizacion del tumor [Shing, 1987].
Como los nuevos vasos generados en el tumor tienen generalmente paredes
discontinuas, la penetracion de las células tumorales en la circulaciéon es un evento
altamente probable. Evadiendo la respuesta inmunoldgica, la célula tumoral sale de la
circulacién y produce una metastasis, a partir de una nueva interaccion generada con su

tejyido blanco.

(1.3) MELANOMA CUTANEO

El melanoma resulta de la transformacién maligna de las células pigmentadas de
la piel -los melanocitos- y es uno de los tumores mas intensamente estudiados en los

ultimos afios.
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En particular, el melanoma cutaneo es considerado un tumor de comportamiento
impredecible ya que el prondstico puede variar entre una remisiéon espontanea (en un
porcentaje menor al 2 % de los casos) a una rapida progresion y muerte del paciente.

El interés sobre la investigacion en melanoma tanto por investigadores clinicos como
experimentales se ha desarrollado por una serie de razones:
1) el aumento de la incidencia de esta patologia en los ultimos 40 afios,
2) la resistencia de los melanomas avanzados a las terapias convencionales, lo cual
resulta en una alta tasa de mortalidad
3) la accesibilidad a nevos cutdneos o lunares y melanomas para llevar a cabo
estudios experimentales,

4) la facilidad de crecer células de melanoma metastasico in vitro.

(1.3.1) Incidencia del Melanoma

El melanoma representa aproximadamente el 1% de los canceres en los Estados
Unidos. Si bien corresponde al 3% de los neoplasmas cutaneos, su potencial maligno se
refleja en el hecho de que resulta en el 65% de las muertes por cancer de piel. La
incidencia del melanoma es practicamente igual entre hombres y mujeres. Sin embargo,
se observan diferencias en la distribucién de las lesiones. Mientras que en las mujeres la
mayor parte de las lesiones se dan en las extremidades inferiores, en los hombres las
lesiones son mas frecuentes en el tronco. El riesgo de desarrollar la enfermedad en
americanos blancos es de 1 en 85, valor que se incrementa con la edad.
Aproximadamente, el 50% de los melanomas se detectan en pacientes con una edad
promedio entre 45 y 55 afios; mientras que la aparicion de melanoma en nifios es
extremadamente baja [Greenlee, 2000].

De acuerdo con estudios realizados en los Estados Unidos, norte de Europa y
Canada, la incidencia del melanoma crece en mayor proporcidn que cualquier otro tipo
de cancer, a excepcion del cancer de pulmén en mujeres [Serraino, 1998]. Sin embargo,
este aumento no se ve acompaiiado por un aumento en la tasa de mortalidad. Esto se
debe a que el diagndstico en los ultimos afios ocurre en estadios mas tempranos de la
enfermedad y conjuntamente con las mejoras en los protocolos de tratamiento, se ha

logrado disminuir la mortalidad de los pacientes como consecuencia de la enfermedad.
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Aun no se conocen en detalle los factores etioldgicos que llevan al desarrollo del
melanoma. Sin embargo deben considerarse tres ciertas evidencias asociadas: 1) su
incidencia es mayor en la poblacion blanca que en cualquier otra raza y 10 veces mayor
en individuos blancos que en negros. Existe una correlacion negativa entre grado de
pigmentacion de la piel y el melanoma [Crombie, 1979]; 2) estudios epidemiolégicos y
clinicos sefialan un rol fundamental de la irradiacién solar sobre el desarrollo del
melanoma [Rigel, 1992] y 3) el melanoma puede ser hereditario. La susceptibilidad
genética familiar fue descripta por primera vez en 1978 [Landthaler, 1979] y
actualmente, los melanomas familiares representan el 5-10% del total de casos de

melanomas estudiados.

(1.4) CANCER DE MAMA

El céncer de mama tiene un impacto importante en la poblacién femenina.
Aproximadamente 183.000 nuevos casos en mujeres se diagnostican cada afio en
Estados Unidos y es la segunda causa de muerte en la poblaciéon de mujeres americanas
y la primera en mujeres de entre 40-55 afios [De Michele, 2000]. Se ha advertido un
leve descenso en la mortalidad general, lo cual se atribuye tanto al éxito en los
programas de deteccion temprana y a avances en el tratamiento, particularmente por el
desarrollo de terapias sistémicas [De Michele, 2000]. Por varias décadas, ha habido un
dramatico incremento en la incidencia del carcinoma invasivo de mama. Actualmente se
encuentra en aumento el nimero de casos en que se detecta carcinoma in situ,
particularmente del carcinoma ductal in situ, debido a que se puede detectar

tempranamente por el uso de mamografias de control [Malkin, 1990].

En el 50% de las mujeres enfermas, no existe una causa o factor de riesgo
identificable, mas alla de la edad y el sexo [Liaw, 1997]. Sin embargo, se descrniben
factores asociados al incremento en el nesgo de desarrollar cancer de mama, que
incluyen menarca temprana, falta de embarazos o embarazos tardios, edad avanzada, la
historia familiar, la exposicién a hormonas femeninas reproductivas (enddgenas o
exogenas) y factores ambientales, que son considerados de bajo riesgo. Si bien,

estrictamente no existe una definicién formal de lo que constituye un alto riesgo, se
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considera que las mujeres que llevan mutaciones en BCRA-1 6 2 o que tienen una
historia familiar que avala la transmision genética, son consideradas como poblacion de
alto nesgo dentro de la poblacién general, como también aquéllas que presentan

carcinoma lobular in situ o hiperplasia atipica [Pihan, 1998].

(1.4.1) Carcinomas no invasivos

El carcinoma ductal in situ (CDIS) es uno de los dos tipos de carcinomas no
invasivos junto con el carcinoma lobulillar in situ (CLIS).
El CDIS, también conocido como carcinoma intraductal, representa un grupo
heterogéneo de lesiones de vanado potencial maligno. CDIS se caracteriza
patolégicamente por una proliferacion de células epiteliales presumiblemente malignas
dentro del sistema mamario ductal-lobulillar, sin evidencias microscopicas de invasion
en el estroma circundante. Sin embargo, CDIS abarca un grupo heterogéneo de lesiones
patolégicas que difieren en patrén de crecimiento y caracteristicas citoldgicas. Existe
cierta incertidumbre en cuanto al modo de subclasificar estas lesiones. Han sido
propuestos esquemas de clasificacién que se basan en (1) caracteristicas arquitectonicas
o de patron de crecimiento de las células neoplasicas en el sistema ductal-lobulillar; (2)
citologia de las células neoplasicas (grado nuclear: bajo, intermedio o alto) y (3)
necrosis celular (comedo). El sistema tradicional utiliza el criterio (1) para subdividir
los CDIS en cinco subtipos principales: comedo, cribiforme, micropapilares, papilares y
solidos. Pero hay quienes subdividen a los CDIS en tumores tipo comedo y no-comedo
dado que los primeros son citolégicamente mas malignos y a menudo asociados a
invasiéon [Semsei, 1989; Suen, 1991]. Los nuevos tipos de clasificaciéon toman en
cuenta el grado nuclear y la necrosis como parametros primarios y las caracteristicas
arquitecténicas como un cnterio secundario [Valvenus, 1990; Cullen, 1992; Schreiber-
Agus, 1998]. Siendo evaluados para la presencia de marcadores biolégicos, los CDIS
comedo o lesiones de alto grado frecuentemente presentan ausencia de receptores de
progesterona y estrogenos, sobreexpresion de HER-2/neu (c-erbB-2), mutaciones del
gen p53 [Malkin, 1990, Venkitaraman, 1999; Chen, 1999] y angiogénesis en el estroma
circundante [Lee, 1998].



El carcinoma lobulillar in situ (CLIS) presenta generalmente lesiones no
detectables por examen macroscépico, que se advierten como hallazgos microscépicos
cuando se realiza una biopsia por alguna otra razoén, por lo que la incidencia en la
poblacion general es desconocida. Sin embargo, son mas frecuentemente diagnosticados
en mujeres premenopausicas [De Michele, 2000].

Las caracteristicas histolégicas del CLIS muestran pequefia vanaciones y son
facilmente reconocibles en el terminal de la unidad ducto-lobulillar. Se caracterizan por
una proliferacion sélida de células pequefias con nicleo regular, aunque pueden
describirse células con cierto grado de pleomorfismo. Presentan baja tasa proliferativa,
son tipicamente positivos para receptor de estrégenos y raramente sobreexpresan HER-
2/neu [Cullen, 1992, Venkitaraman, 1999]. Se caracterizan por la pérdida de expresion
de 1a molécula de adhesién E-caderina [Christofori, 1999]. Un punto importante es que
se encuentran asociados a un riesgo incrementado de desarrollo de carcinoma mamario

[De Michele, 2000].

2. INFLAMACION

(2.1) Introduccion

La inflamacion es una compleja reaccion de defensa del huésped originada por
un dafio tisular o infeccién. El objetivo primario de este proceso es erradicar el factor
imitante y reparar el tejido circundante. Para la supervivencia del huésped, la
inflamacién es un proceso necesario y beneficioso. Esta respuesta involucra la
participacién de leucocitos derivados de médula ésea y su movilizacion al sitio del
dafio, mediante su interaccion con un endotelio localmente respondedor. Para ello se
suceden cambios comprendidos en los siguientes estadios: (a) dilatacion capilar para
aumentar el flujo sanguineo, (b) cambios estructurales microvasculares y escape de
proteinas plasmaticas, que producen edema local (c) los leucocitos se tornan mas
adhesivos al endotelio de la zona de inflamacién y hacen un movimiento de rodamiento

rolling, (d) transmigracién a través del endotelio y acumulacién en el sitio del dafio.
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El endotelio vascular participa activamente en la migracion leucocitaria desde la
sangre a los tejidos durante el proceso inflamatorio [Springer, 1994]. Para ello, los
mediadores proinflamatorios como citoquinas del tipo TNF-a e IL-1 o factores como
lipopolisacaridos bacterianos (LPS) modifican el endotelio para convertirlo en adhesivo
para los leucocitos circulantes. Se activan cambios en la microcirculacién via éxido
nitrico y prostaglandinas y se induce produccién de citoquinas quimiotacticas y
modificacion de moléculas de adhesion, las cuales a su vez sufriran cambios en su
estado de activacién que hara posible su extravasacion de los leucocitos al tejido
inflamado [Mantovani A, 1997].

Por lo tanto, en el proceso de migracién (adhesién y extravasacidn) de las
células inflamatorias a los tejidos lesionados, intervienen una serie de interacciones
moleculares secuenciales entre dichas células y las células endoteliales (CE).

Moléculas de adhesién y quemoquinas son los verdaderos protagonistas, y de
los cuales sélo se mencionaran algunos en forma suscinta a los efectos de comprender

en lineas generales como transcurre esta secuencia de eventos.

(2.1.1) Selectinas y el rodamiento de leucocitos

El proceso de captura de la circulacion constituye el primer contacto de un
leucocito con el endotelio activado. La captura ocurre después de la marginacion,
permitiendo a los leucocitos moverse en una posicién proxima al endotelio y alejados
del flujo sanguineo central. Durante la respuesta inflamatoria, se requiere la activacién
endotelial para iniciar la captura. La P-selectina presente sobre las superficie de las CE
es la molécula de adhesién primaria requerida para la captura e iniciacién del rolling
[Lawrence y col., 1997; Lawrence y Springer, 1991]. Estudios in vivo sugieren que la L-
selectina exhibe un rol igualmente importante para la captura leucocitaria. El rolling es
el siguiente paso de la secuencia. La interaccion entre selectinas y sus ligandos (ricos en
carbohidratos) es una unién débil y debido a esto, el torrente sanguineo empuja al
leucocito esférico, desuniéndolo de la selectina y haciéndolo rodar (rolling) sobre la
superficie de la CE. Habra sido sélo una unién transitoria. Tanto la P- como la E-
selectina (ELAM) parecen presentar cierta redundancia funcional en el rolling, sin
embargo, esta Ultima se cree que podria ser responsable del rolling mas lento que

llevaria a la adhesién firme [Collins, 2001; Kunkel, 2000]. Durante este proceso inicial,
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las integrinas en los leucocitos se mantienen en su estado de reposo o inactivo, al igual

que las moléculas de la familia de las inmunoglobulinas.

(2.1.1) Quemogquinas y activacion celular

A medida que el leucocito rueda sobre la superficie del endotelio vascular
entrard en contacto con las quemoquinas sintetizadas por las CE o por células del foco
inflamatorio. Las quemoquinas son un grupo importante de pequefias citoquinas
quimiotacticas que serian liberadas formando un gradiente de quimioatraccion para los
leucocitos que luego haran diapédesis, a los que se uniran via receptores especificos
existentes en su superficie [Springer, 1994]. No obstante, también se han descripto tres
sitios de unién para las quemoquinas sobre la superficie de las CE. Uno de ellos, de
presencia -relativamente controversial- son los receptores ‘“‘sefializantes” como los
encontrados en la superficie de los leucocitos [Schonbeck, 1995; Petzelbauer, 1995].
Otro sitio descripto es el receptor promiscuo con identidad al grupo sanguineo Duffy
(DARC) que se expresa en CE de vénulas postcapilares in vivo, pero no in vitro [Peiper,
1995]. Por ultimo, se propone que existen algunas quemoquinas que se encuentran
unidas a heparina o proteoglicanos-tipo-heparina de la superficie endotelial, los cuales
estarian relacionados a la captura de las quemoquinas, impidiendo que sean arrastradas

por el flujo sanguineo [Rot, 1992].
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El contacto de las quemoquinas con su receptor especifico presente en el
leucocito induce la activacion de éste ultimo, caracterizada por el cambio
conformacional de las integrinas. Se ha visto que altas concentraciones de
quimioatractantes pueden arrestar leucocitos con alta velocidad de rolling [Jung, 1998;

Milstone, 1998].
(2.1.3) Integrinas: fuerte adhesion celular al endotelio y diapédesis

Como consecuencia de la activacion del leucocito por parte de las quemoquinas,
se incrementara la afinidad de las integrinas, por ejemplo VLA-4, por sus ligandos
presentes en la superficie de las células endoteliales. Estas udltimas pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas como VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule
1). Otra molécula de adhesién importante es el ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1). Esta interaccion molecular produce una fuerte adhesion celular del
leucocito al endotelio. La unién de estos receptores y contrarreceptores induce la
reorganizacién del citoesqueleto del leucocito, que modifica y cambia su morfologia
volviéndose mas aplanado y entrando en diapédesis, lo cual lo conducira a la
extravasacion y asi entrar en el tejido inflamado.

Este movimiento direccional de los leucocitos se conoce como quimiotaxis.
Ademas existen otros cambios funcionales como la degranulacién, secrecion y burst
respiratorio. Luego, para llegar al foco inflamatorio, las células migran a través de las

uniones intercelulares del endotelio utilizando la glicoproteina de membrana: CD31.
(2.1.4) PECAM-1 / CD31, molécula de adhesion intercelular

PECAM-1 (Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) o CD31 es una
molécula critica para la transmigracidn activada por citoquinas a través de las uniones
interendoteliales. Anticuerpos anti-PECAM-1 reducen la diapédesis de monocitos a
través del endotelio en reposo y disminuyen 70-90% la migracion de monocitos y
neutréfilos a través del endotelio activado [Muller, 1993; Muller, 1995; Muller, 2002].
A diferencia de muchas otras moléculas de adhesion de la superficie endotelial,

CD31/PECAM no sufre upregulation por activaciéon con TNF-a o IFN-y en las dosis
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usuales [Romer, 1995], como tampoco parece redistribuirse durante la transmigracién

inducida por citoquinas o factores quimiotacticos [Allport, 1997].

Una vez que los leucocitos han penetrado la membrana basal del endotelio, se
tornan altamente motiles describiendo movimientos erraticos o direccionales en funcién

de la presencia e intensidad del estimulo quimiotactico.

Por lo tanto, el mismo paradigma basico se aplica para el reclutamiento de todos
los leucocitos, pero son las distintas quemoquinas y moléculas de adhesion las que dan

cuenta de la selectividad de las células reclutadas.

(2.1.5) Quemoquinas y sus receptores

Las quemoquinas son una familia de pequefias moléculas de aproximadamente
8-14 kDa que se relacionan estructuralmente y tienen un importante papel en diversos
procesos, regulando el trafico y afluencia al sitio de la inflamacidon de varios tipos
celulares: eosinéfilos, linfocitos T y B, monocitos y macréfagos, células dendriticas,
neutréfilos y células endoteliales; asi como también tienen un rol crucial en la respuesta
inmune y en las infecciones virales [Mantovani A, 1999; Baggiolini M, 1998; Rollins,
1997]. Su accién se lleva a cabo a través de la interaccidon con sus receptores
especificos, un subgrupo de receptores que presentan 7 segmentos transmembrana y se

encuentran acoplados a la proteina G.

La mayoria de las quemoquinas provocan migracién quimiotactica de leucocitos
pero también afectan la angiogénesis, la produccién de colageno y la proliferaciéon de
precursores hematopoiéticos. Hasta el afio 2000, unas 40 quemoquinas habian sido
identificadas en humanos y en funcidén de su estructura primaria, divididas en dos
grandes subfamilias dependiendo de si las dos cisteinas proximas al N-terminal se
encuentran adyacentes (CC o a quemoquinas) o separadas por algiun aminoacido (CXC
o B quemoquinas). Posteriormente, se describieron la linfotactina o C quemoquina, a la
cual le faltan las cisteinas uno y tres de la tipica estructura de las quemoquinas; y la

fractalquina o CX3C quemoquina, la cual presenta tres aminoacidos entre las primeras
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dos cisteinas ademas de ser la Unica unida a membrana mediante una estructura de tipo

mucina.

Para designar a los receptores, se utiliza la R junto al nombre de la citoquina y
un nimero, asi: CXCR;_,, CCR; ,, XCR, , y CX3CR;.,.
Existen tablas donde se resumen la correspondencia entre quemoquinas y sus
receptores, ademas de las células que las secretan y de las células blanco sobre las que
actuan. Sin embargo, con la idea de sistematizar la nomenclatura de la que es una muy
abundante familia de citoquinas quimiotacticas, se ha propuesto a consideracién una

nueva forma de nominarlas. Como ejemplos, se seiialan:
[Zlotnik et al, 2000]

Nuevo nombre Cromosoma Ligando humano Ligando murino Receptor(es)
humano

CXCL1 4q12-q13 GRO a/ MGSA a GRO /KC? CXCR2 > CXCR1

CXCL2 4q12-q13 GRO 8/ MGSA B GRO /KC? CXCR2

XCL1 1923 Linfotactina /SCM1a/ ATAC Linfotactina XCR1

XCL2 1923 SCM1B desconocido XCR1

CXCR3L1 16q13 Fractalquina Neurotactina CXCR3

CcCL1 17q11.2 1-309 TCA-3, P500 CCR8

CCL2 17q11.2 MCP-1/ MCAF JE? CCR2

Funcionalmente, se pueden dividir en dos categorias: homeostaticas e
inflamatorias. Las primeras se expresan constitutivamente en ciertos tejidos u 6rganos,
sugiriendo una funcién especifica relacionada a la migracién celular o homing. En
contraposicién, las quemoquinas inflamatorias son fuertemente inducidas frente a
estimulos en diversos tipos celulares (fibroblastos, macréfagos, células T, etc).

En cuanto a cuales son sus células blanco, se puede decir, esquematicamente
que, las CXC quemoquinas son activas sobre neutréfilos polimorfonucleares (PMN) y
células T y B, mientras que las CC quemoquinas ejercen su accién sobre multiples
subtipos de leucocitos incluyendo monocitos, baséfilos, eosinéfilos, células T,
dendriticas y natural killers (NK), pero son generalmente inactivas sobre PMNs. Las
eotaxinas (CC) son las quemoquinas con el espectro de accién mas restringido, siendo

activas selectivamente sobre granulocitos eosindfilos y baséfilos [Baggiolini M, 1998;

1§
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Mantovani, 1998]. La linfotactina y fractalquina actian ambas sobre células linfoides (T
y NK) y la ultima también es activa sobre monocitos [Kelner GS, 1994; Bazan JF,
1996].

La interaccion entre quemoquina y receptor son uniones de alta afinidad y,
algunas de ellas, de elevada especificidad tisular. Sin embargo, también se presentan
algunos casos en donde una simple quemoquina puede unirse a varios receptores.
Situaciones donde un simple receptor puede transducir sefiales de diversas
quemoquinas, también contribuyen a que el sistema sea catalogado como promiscuo y
redundante.

Ciertas células producen concomitantemente muchas quemoquinas con un
espectro solapado de accion . Es por ello que la cantidad de quemoquinas descriptas, su
redundancia de accién sobre células blanco y de produccién, asi como la promiscuidad
de uso de receptores hacen al sistema de quemoquinas una interesante fuente de estudio.
El concepto de “robustez” se aplica, en consecuencia, para recalcar que el trafico basal
de leucocitos se hara relativamente insensible frente a variaciones en la cantidad o
calidad de la(s) quemoquina(s) [Hartwell L, 1997; Barkai N, 1997; Mantovani A, 1999].
Por lo tanto, la demanda de suficiente numero de fagocitos reclutados en situaciones de
remodelacidn, eliminacion de debris y resistencia a patégenos no se vera afectada, como
tampoco la viabilidad ontogénetica, ni la sobrevida del individuo portador del defecto
[Mantovani, 1999]. Sin embargo, el bloqueo de ciertas quemoquinas o de sus receptores
afecta definitivamente “la sintonia fina” de este sistema, por ejemplo alterando el estado
de activacion de ciertos leucocitos. Es por todo lo expuesto que se plantea a la
redundancia y robustez del sistema como una caracteristica evolutiva fundamental para

asegurar el trafico esencial de fagocitos [Barkai y Leibler, 1997].

| Inflamacién /
| inmunidad t . ]
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Reclutamiento de monocitos como muestra de la robustez del sistema de quemoquinas. Los fagocitos
mononucleares en reposo o activados y células del estroma (CE y fibroblastos) producen concomitantemente
muchas citoquinas las cuales tienen a los monocitos como blanco de atraccion. Adaptado de Mantovani, 1999.
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(2.1.6) Reclutamiento de PMN, macréfagos y células dendriticas

Los PMN (neutréfilos) son los leucocitos mas importantes presentes en médula
Osea y sangre periférica en cuanto a su rapida movilizacién en la inflamacién aguda.
Derivan de células stem multipotentes que proliferan y se diferencian bajo la influencia
de factores de crecimiento (colony stimulating factors, CSF) como el G-CSF y GM-
CSF. En respuesta a la infeccion o dafio en la periferia, mas PMN, algo mas inmaduros
se liberan a circulacioén. Una vez en el sitio, las células reclutadas mueren por apoptosis
en los tejidos inflamados y son luego fagocitados por macréfagos tisulares, debido a su

vida media corta atin en condiciones normales.

PMN y macréfagos son fagocitos altamente profesionales. Los blancos de
captura de estos fagocitos son reconocibles por opsoninas como anticuerpos especificos
especialmente subclases de IgG o el complemento. Por lo tanto, los anticuerpos actiian
como puentes entre los antigenos y los receptores de la region Fc de estos leucocitos.
Sin embargo, a diferencia de los PMN, los macr6fagos pueden hacer fagocitosis ain en

ausencia de opsonizacién.

Los macroéfagos son células fagociticas especializadas de mayor longevidad que
los PMN y estan distribuidos a través de muchos tejidos, lo que se conoce como sistema
mononuclear-fagocitico. Esta capacidad fagocitica puede aumenta en forma marcada
cuando son estimulados por citoquinas liberadas por células T activadas (linfoquinas).
Los macréfagos asi activados tienen un rol crucial en la inmunidad celular especifica y
en la hipersensibilidad retardada, donde se propicia el establecimiento de una respuesta

protectora frente a los antigenos que dieron origen a la sefial de daiio.

Otro sublinaje de este sistema de fagocitos son las células dendriticas (CD). Las
CD estan especializadas en presentar antigenos a los linfocitos T no estimulados
previamente [Lanzavecchia, 1998]. Expresan altos niveles de MHC clase II y otras
moléculas coestimulatorias accesorias que las convierte en las células presentadoras mas
eficientes [Grabbe, 2000].
En la mayoria de los tejidos las CD se encuentran en un estado “inmaduro”, incapaz de

estimular los linfocitos T, debido a que presentan niveles muy bajos o carecen de
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sefiales accesorias para tal activacion como CD40, CD54 y CD86. Sin embargo, en el
estado inmaduro estan extremadamente bien equipadas para la captura de antigenos,
proceso que induce a posteriori una completa maduracién y movilizacion de las CD
[Banchereau, 1998]. Las células de Langerhans, células dendriticas presentes en la capa
basal de la piel, tienen un rol centinela, con baja expresién de moléculas MHC y
coestimulatorias pero abundantes receptores Fcy y Fce. Expuestas a antigenos, cambian
su fenotipo de células fagocitica a presentadora y potencian su capacidad de migrar a los
ganglios linfaticos regionales donde pueden inducir una respuesta inmune [Banchereau,
1998]. Ademas de la captura antigénica, existen otros estimulos que inducen la
maduracién de las CD como moléculas patogénicas como el LPS, citoquinas como

TNF-a , GM-CSF y CD40L [Banchereau, 1998].

(2.2) INFLAMACION EN TUMORES

En 1863, Rudolf Virchow advirtié la presencia de leucocitos en tejidos
neoplasicos € hizo una conexién entre inflamacidn y cancer, suginendo que el
“infiltrado linforeticular” reflejaba el origen del cancer en sitios de inflamacién crénica.
Sin embargo, las evidencias luego mostraron que muchos tumores en si mismos pueden
atraer leucocitos mediante la produccion de factores quimiotacticos, en particular MCP-
1 [Rollins, 1991].

Para los tumores que presentan infiltrado inflamatorio, tal microambiente se caracteriza
por la presencia de leucocitos del huésped tanto en el estroma circundante como en las

areas tumorales [Negus, 1997].

Macroéfagos

Los macréfagos asociados al tumor (TAM, “tumor-associated macrophages”) son los
principales componentes de los infiltrados de la mayoria de los tumores [Mantovani,
1992]. Los TAM derivan de los precursores monociticos circulantes que se dirigen al
tumor guiados por quemoquinas. Muchos tumores también producen citoquinas del tipo
factor estimulante de colonias (CSF) que prolongan la supervivencia de los TAM.
Cuando son apropiadamente activados, los TAM pueden matar células tumorales en

forma directa o inducir reacciones de destrucciéon de otros tejidos, principalmente
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centradas en el endotelio vascular, que conducen indirectamente a la destruccién de
aquellas [Mantovani, 1992]. Por otro lado, los TAM también producen factores
angiogénicos y de crecimiento como también proteasas que pueden degradar matnz
extracelular. En este sentido entonces, podrian estimular la proliferaciéon de células
tumorales, promover la neoformacion de vasos (angiogénesis) y favorecer la invasién y
las metastasis [Mantovant, 1992, Coussens., 2000]. Este rasgo dual de los TAM es lo

que se conoce como la hipodtesis “del equilibrio de los macréfagos’™ [Mantovani , 1992].

Células Dendriticas

Las CD son cruciales tanto en la activacién de inmunidad especifica de antigenos como
en el mantenimiento de la tolerancia, siendo un vinculo entre la inmunidad innata y
adaptativa. Las CD asociadas al tumor (TADC, “tumor-associated dendntic cells”)
habitualmente presentan una capacidad defectiva para activar células T [Allavena,
2000]. En el cancer de mama, las TADC inmaduras se presentan dispersas en la masa
tumoral, mientras que las maduras estan confinadas en las areas peritumorales, aunque
en el carcinoma papilar de tiroides se ubican en el borde invasivo del tumor [Allavena,
2000]. Esta distribucién de TADC es claramente diferente de la que presentan los TAM,
los cuales se distribuyen regularmente en el tejido tumoral.

Linfocitos

Las células NK son raras en el microambiente tumoral [Negus y col., 1997]. La
poblacién de células T predominante tiene un fenotipo de memoria. El repertorio de
citoquinas de estos linfocitos infiltrantes en el tumor (TIL, “tumor infiltrating
lymphocytes™) no ha sido sistematicamente estudiado, sin embargo para algunos
tumores se ha visto que expresan IL-4 e IL-5, asociadas a un perfil de células Th2 [van
den Berg, 2000]. La polarizacién de la respuesta a un perfil de este tipo se ha visto que

no resulta efectiva en la lucha contra tumores y virus.

(2.2.1) Rol del infiltrado inflamatorio en tumores

Existen al menos dos modelos para explicar la funcidén de los leucocitos
asociados a tumores y ambos se sustentan en datos experimentales. Por un lado, algunos

sostienen que son fuente potencial de factores de crecimiento para las células tumorales
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y les proveen de factores angiogénicos. En modelos murinos, la mezcla de macréfagos
con células tumorales singeneicas resulta en la formacién de tumores alin con indculos
tumorales muy bajos que en otras condiciones no “prenderian” [Walter, 1991]. En
tejidos humanos, se ha observado una correlacion entre la intensidad de infiltracion de
TAM y el grado de vascularizacidn, lo cual sugiere que los leucocitos contribuirian a la
angiogénesis y supervivencia del tumor [Leek, 1998; Ueno, 2000].

Por otro lado, algunos consideran que los leucocitos asociados a tumores podrian
ser la evidencia residual de un intento no efectivo del huésped por rechazar el tumor
inmunolégicamente. Si este fuese el caso, potenciar esta respuesta podria conducir a la
erradicacion del tumor. Muchas quemoquinas han sido estudiadas en modelos
experimentales para atraer la respuesta inmune hacia el tumor y donde se ha visto
rechazo tumoral. Entre estas quemoquinas se incluyen CCL2/MCP-1 [Rollins y col.,
1991; Botazzi y col., 1992; Manome y col., 1995, Nesbit y col., 2001], CCLS/RANTES
[Mule y col., 1996], CCL1/TCA-3 [Laning y col., 1994], CCL20/MIP-3a [Fushimi y
col., 2000], CCL21/SLC [Vicari y col., 2000], y XCL1/linfotactina [Diloo y col., 1996].
Sin embargo, para ver la mayor eficacia de estas quemoquinas respecto a citoquinas
como el GM-CSF o IL-12 deberan esperarse los resultados de ensayos clinicos en

humanos [Rollins, 2001].

(2.3) CCL2/MCP-1, una quemoquina atractante de monocitos

El CCL2 / MCP-1 (monocyte chemotactic / chemoattractant protein-1) también
llamado MCAF (monocyte chemotactic and activating factor) es una quemoquina de la
subfamilia CC producida por una variedad importante de tipos celulares
hematopoiéticos y no hematopoiéticos. MCP-1 atrae monocitos, células T y NK
[Rollins, 1991; Baggilini, 1997].
A diferencia de otras citoquinas/ quemoquinas, el MCP-1 humano es reconocido por
receptores murinos, aunque con menor afinidad, induciendo respuesta bioldgica en el
raton debido a que las regiones codificantes entre ambos presentan ~70% de homologia
[Yoshimura, 1989].

En monocitos humanos se ha descripto que MCP-1 aumenta de manera marcada

la expresion de moléculas de adhesién CD11b y CDl1l1c (principalmente de B2 y a4
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integrinas) y puede inducir pequefias o nula variaciones en la expresion de CDlla,
VLA-4* y LAM-1" [Jiang, 1992] Asimismo, es capaz de inducir la secrecién de IL-1 e
IL-6, las cuales pueden estar involucradas en la accién tumoricida reportada para TAM
[Jiang, 1992].

La transferencia del gen para MCP-1 en células tumorales ha generado
resultados que proponen para esta quemoquina un papel controversial en el desarrollo
tumoral, dado que se han observado tanto respuestas antitumorales como aquéllas que
aumentan la capacidad tumorigénica (ver Capitulo II). Inclusive el uso con valor
preventivo de células tumorales de gliosarcoma transfectadas para la produccién de
MCP-1, demostraron tener una potente actividad como vacuna frente a posteriores
desafios con células tumorales viables, probablemente debido al aumento de la

respuesta de monocitos antitumorales [Manome y col., 1995].

*VLA-4 cs un integrina que media la adhesion célula-célula como a la matriz
®LAM-1 ¢s una molécula representativa de la familia de las selectinas que participa en el rolling de leucocitos

El estudio de ratones knockout para el gen de MCP-1 [Lu, 1998] demostré que
aunque el numero de leucocitos circulantes y macrofagos residentes eran normales,
existia una falla en el reclutamiento de monocitos 72 h. luego de la administracion
intraperitoneal de tioglicolato. Asimismo, la acumulaciéon de macréfagos F4/80+ en
reacciones de hipersensibilidad retardada, la formacion de granulomas pulmonares en
respuesta a huevos de Schistosoma mansoni y la expresién de IL-4, IL-5 e IFN-y por
parte de esplenocitos estaban impedidas. Estos datos estarian indicando que MCP-1 es
esencial para el reclutamiento de monocitos en procesos inflamatorios y e influye sobre
la expresion de citoquinas relacionadas a la respuesta T helper.

Mas recientemente, Gu y colaboradores [2000] demostraron que ratones
deficientes en MCP-1 son incapaces de establecer una respuesta de tipo Th2. Las células
de los ganglios provenientes de ratones MCP-1 -/- inmunizados sintetizaban niveles
extremadamente bajos de IL-4, IL-5 e IL-10 pero cantidades normales de IFN-y e IL-2.
Por lo tanto, el cambio de clase de las inmunoglobulinas, que es una caracteristica de la
respuesta Th2, se vio impedido. Por lo tanto, MCP-1 influye sobre la inmunidad innata
a través del efecto sobre los monocitos, y sobre la inmunidad adaptativa, a traves del

control de la polarizacion de la respuesta de células T helper.
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(2.4) La citoquina GM-CSF

El GM-CSF humano es una proteina de 127 con un alto grado de especificidad
en las distintas especies; por ello GM-CSF humano (h) es inactivo en células murinas y
viceversa, producto de la baja homologia de secuencias: sélo 50% a nivel aminoacidico.
Por lo tanto, para humanos, la forma recombinante producida en E. coli es la
comercialmente disponible y es la que se utiliza en muchos ensayos clinicos.

Desde el clonado de su gen en 1985, el hGM-CSF ha registrado un rapido
avance en cuanto a su inclusion en ensayos clinicos de diverso tipo. Una de las razones
es que ocupa una posicion central en la regulacidn de la respuesta hematopoiética como
factor de crecimiento. La actividad biolégica de la molécula en cuanto a promover la
supervivencia, funcion, diferenciacidon y proliferacion de las células hematopoiéticas y
de sus precursores en médula 6sea, son importantes para lograr los efectos finales
observados in vivo. Pero el efecto de esta citoquina no esta restringido a los elementos
hematopoiéticos dado que induce migraciéon y proliferacion de CE en cultivo y la
expresion de moléculas de adhesién como ICAM-1 [Bussolino, 1991]. GM-CSF
estimula la proliferacion de células progenitoras de linaje mieloide, ertroide y
megacariocitos en la médula 6sea y promueve su salida a circulacién [Metcalf D, 1986].
Al final de la maduracién, este mismo mediador es también capaz de activar y potenciar
actividades funcionales de células de sangre periférica tales como neutréfilos,
eosindfilos y monocitos / macréfagos. Esta activacion luego resulta en la induccién de
una segunda cascada de citoquinas producidas por los monocitos activados tales como
IL-1 [Sisson y Dinarello, 1988], TNF, M-CSF y G-CSF [Oster W. y col., 1989]. La
respuesta a GM-CSF in vivo resulta ser entonces una red de interacciones
extraordinariamente compleja.

Hasta no mucho tiempo atras, la mayoria de los estudios preclinicos y clinicos se
habian concentrado en el efecto directo sobre la hematopoyesis y su utilidad para la
terapia en estados de citopenia. Sin embargo, se desprende de lo anteriormente
mencionado que GM-CSF no es tan sélo un factor de crecimiento hematopoiético. Por
lo tanto, los actuales estudios y las proyecciones a futuro se concentran en varios

aspectos adicionales, tales como:
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su rol en la activacion funcional de neutréfilos y monocitos para potenciar la
resistencia no especifica a infecciones versus la estimulacién de reacciones
inflamatorias

la potenciacion de la capacidad funcional de células presentadoras de
antigenos con fines de inducir proteccion

el sinergismo con otras citoquinas e inmunomoduladores de bajo peso molecular
su uso concomitante con otras modalidades terapéuticas tales como terapia

inmunosupresiva / mielosupresiva o con quimioterapia antimicrobiana.

En particular, la estrategia planteada como parte de uno de los objetivos de este trabajo

de Tesis, donde se busca aumentar el infiltrado de células presentadoras al sitio tumoral,

puede encuadrarse dentro de los enfoques abarcados en el punto (b).

(2.4.1) Algunos efectos sobre leucocitos

A continuacion se sefialan algunos de los efectos descriptos que posee GM-CSF

sobre leucocitos como PMN, macréfagos y células dendriticas; células por su parte,

seran blanco de anélisis en los resultados que se presentan en el Capitulo III de esta

Tesis.

Granulocitos polimorfonucleares: los neutréfilos, si son activados por GM-
CSF, se adhieren al endotelio y migran a través de la pared de los vasos y son
capaces de liberar un nimero de diversas sustancias tales como enzimas y
metabolitos activos del oxigeno [Devereux S, 1989; Socinski M,1988] en el
tejido. Que esto conduzca a una resistencia inespecifica contra infecciones o a
un proceso inflamatorio dependera del grado de localizacién del proceso y de
eventos regulatorios. Inicialmente, en los primeros experimentos, se analizé la
influencia del GM-CSF sobre la expresion de moléculas de adhesion. Tanto in
vitro como in vivo, LFA-1 se expreso en niveles superiores bajo la influencia de
esta citoquina [Shang, 1999]. La produccion de especies reactivas del oxigeno
fue muy débil [Weisbart HR, 1987] pero puede verse fuertemente aumentada si
se incuban estas células en presencia de una segunda sefial como fMLP. Por lo

tanto, GM-CSF no parece ser un inductor de moléculas toxicas en el neutréfilo
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sino que lo prepara para una mas rapida y potente respuesta frente a una segunda
sefial, actividad conocida como “priming” o cebado.

¢ Monocitos: si estas células son activadas por GM-CSF se tornan adherentes
[Elliot JM, 1990, Shang, 1999] y sufren una variedad de cambios funcionales
como el aumento de la sintesis de moléculas de MHC de clase II y el aumento de
las funciones. Adn mas relevante para el establecimiento de reacciones
inflamatorias es la produccidon de citoquinas que tienen un efecto regulatorio
sobre los monocitos en si mismos y sobre una variedad de otros leucocitos
[Elliot JM, 1990].

e Células dendriticas: estas pueden diferenciarse y proliferar in vitro a partir de
monocitos de sangre periférica en cultivo si se adiciona GM-CSF e IL-4 [Inaba,
1993]. Se le asigna un rol en el reclutamiento de células presentadoras de
antigenos [Morrisey, 1989; Hadad, 2000] debido a que GM-CSF induce la
migracion de células de Langerhans humanas in vitro [Takayama, 1999]. Sin
embargo, este efecto no seria directo sino a través de la induccidn de otras

quemoquinas como MIP 1a [Kielian, 1999].

Como factor de crecimiento, thGM-CSF puede estimular la proliferacién in vitro de
algunas células tumorales no hematopoiéticas [Baldwin GC,1989]. Ademas, se sabe que
existen receptores para factores de crecimiento en ciertas lineas tumorales [Park LS,
1989]. Estos datos sugieren que el uso de factores de crecimiento puede no ser tan
inocuo, dado que podrian inducir la proliferacion de células tumorales. Sin embargo, no
existen evidencias que éste sea el caso para el melanoma y GM-CSF, dado que todos los
reportes indican un claro efecto antitumoral.

Es importante establecer la diferencia entre ADCC y la citotoxicidad desarrollada
por los macr6fagos una vez activados pero que sucede sin la necesidad de anticuerpos.
Las células efectoras para ADCC (macréfagos, NK y granulocitos) presentan receptores
para la porcion Fc de las IgG. El efecto es detonado por anticuerpos de las distintas
subclases de IgG, pero IgA e IgM no son efectivas, a diferencia de lo que pasa para la
citotoxicidad mediada por complemento. El complemento no parece estar involucrado,
aun para los componentes primarios de la cascada, que tienen propiedades fagociticas y

quimiotacticas. [Vadas MA, 1983].
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La estimulacion por citoquinas cursa por dos mecanismos independientes. El
Ny actda por un periodo prolongado de varias horas, incrementando la densidad del
ceptor Fc en la célula. Opuestamente, GM-CSF ejerce sus efectos en forma mas
sida, probablemente mediando algin efecto sobre la transduccion de sefiales o
nciones efectoras subsecuentes [Perussia B, 1987]. La accién de GM-CSF esta
:diada por CD16 y CD32 [Young DA, 1990]. Sin embargo, los dos agentes
timulatorios combinados no producen un efecto aditivo.

La actividad citotoxica independiente de anticuerpos esta restringida a
icrofagos. Mientras que, tanto IFNy como GM-CSF son citoquinas activas en este
tema, IFNy y M-CSF son todavia mas potentes [Young DA, 1990; Cannistra StA,
88]. Otros efectores secundarios pueden estar involucrados dado que, anticuerpos
igidos contra TNF pueden reducir significativamente este efecto [Cannistra StA,
88]. La citotoxicidad directa requiere, sin embargo, un efecto detonante adicional y
s lipopolisacaridos (LPS) son particularmente efectivos en ejercer este estimulo

sundario. G-CSF no es efectivo en este sistema.

CELULAS ENDOTELIALES

Tanto en los vasos sanguineos de mayor porte como arterias y venas, asi como
las ramas mas finas del arbol vascular, la pared interna esta tapizada por una delgada
pa unicelular: el endotelio, el cual cobra dimensiéon de érgano debido a su vasta
tensidn y su capacidad de ejercer una vasta gama de funciones y su gran plasticidad
arlanda, 1997]. Las CE reposan sobre una membrana basal, sintetizada por ellas
smas, en directo contacto con una capa delgada, la intima. Esta ultima poblacion
:senquimal indiferenciada es capaz de diferenciarse en macréfago intimal, dendrocito,

1stocito, fibroblasto, célula muscular lisa intimal y ain osteoblasto [Genesser, 2000].

Debido a su posicion estratégica entre la sangre y los tejidos, las CE regulan el
fico de moléculas y células a través de la pared vascular, de modo que las células
culantes se pueden adherir al endotelio para hacer diapédesis y responder en el marco
un proceso inflamatorio o inmune (ver Introduccidn, seccion 2.1) [Springer, 1994,

on R, 1995; Tedder, 1999]. Hoy se sabe que el endotelio es un tejido activo que juega
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papel importante en muchos procesos fisiolégicos y patolégicos (por ejemplo,
. aterosclerosis: enfermedad de la intima arterial de vasos grandes y medianos,

. preeclampsia, psoriasis, endometriosis y tumorigénesis: angiogénesis tumoral).

. En algun tiempo se creyé al endotelio la victima inocente del ataque
g inflamatorio. Actualmente se sabe que el endotelio orquesta el tono de la inflamacién.
Es igualmente blanco y origen de hormonas, factores de crecimiento, sustancias
: vasoactivas, factores hemostaticos y radicales libres de oxigeno. Liga componentes del
| complemento, expresa receptores para reacciones inmunes, presenta antigenos y es
» capaz de fagocitar y destruir microorganismos. Un grupo de moléculas agonistas para el
endotelio son las citoquinas proinflamatorias (IL-1 y TNF-a) y LPS, los cuales
promueven la extravasacién mediante la induccion de moléculas de adhesiéon y
citoquinas quimiotacticas [Mantovani A, 1997]. En particular las selectinas no se
expresan en el endotelio en reposo pero llegan a un maximo de induccién 4-6 hs post
estimulacion y rapidamente disminuyen a niveles basales después de 12-16 hs. VCAM-
1 también se expresa sobre el endotelio activado y ocurre un maximo entre las 6 y 12 hs,
seguido de un plateau 48 h post induccion [Lafrenie, 1993]. ICAM-1 se expresa

constitutivamente en el endotelio en reposo y su expresion puede ser estimulada luego

de 6-8 hs de estimulacion con LPS [Lafrenie, 1993].

El repertorio de quemoquinas producidas por las CE incluyen tanto miembros de
la familia de las CXC (IL-8, IP-10, ENA-78 y Gro-a) como CC (MCP-1, MCP-3,
RANTES), con muchos estudios principalmente enfocados a las moléculas prototipicas
IL-8 y MCP-1 [Mantovani A, 1997]. Una ruta interesante de induccién de quemoquinas
esta representada por monocitos y plaquetas [Cha JK, 2000] , que pueden activar a CE
locales via rutas que involucran moléculas de adhesién, IL-1 y TNF. Dado el diferente
espectro de accion de las quemoquinas, podria esperarse que MCP-1 e IL-8 estén
reguladas independientemente, aunque al respecto existen pocos ejemplos. Se ha visto
que IFN-y induce selectivamente MCP-1 en CE microvasculares [Mantovani, 1997]
como también en macrofagos, donde IFN-y induce la liberacién de MCP-1 e inhibe la

de IL-8.
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Los cultivos de CE comenzaron a realizarse en 1922 cuando se describid el
primer trabajo de cultivo donde las CE crecian como proyecciones a partir de explantes
de tejido [Lewis, 1922]. No fue sino hasta 1973 cuando comenzaron a hacerse
aislamientos con mayor rendimiento de nimero de células lograndose purificar a partir
de vena de cordones umbilicales por exposicion a tripsina [Maruyama, 1973]. En la
década del "80 comenzaron a reportarse los primeros trabajos donde se obtenian CE de
microvasculatura. Sin embargo, las CE obtenidas de cordén umbilical han sido
utilizadas para realizar estudios mas relacionados con la microvasculatura que con
aquellos observados en vasos sanguineos de mayor calibre. Hay varias razones para que
esta practica se haya mantenido: la disponibilidad relativamente accesible de cordones
umbilicales, la facilidad de obtencién y aislamiento y la pureza de la poblacién celular
obtenida. En estas condiciones, se ha asumido que estas CE creciendo in vitro, simulan
a las CE microvasculares [Manconi, 2000] aunque para muchos ensayos funcionales son

reemplazadas por la lineas microvasculares existentes.

La razén de este reemplazo es la heterogeneidad fenotipica de las CE, que es una
caracteristica bioldgica tipica de estas células. Las CE en reposo y quiescentes en el
adulto se encuentran constituyendo una poblaciéon altamente heterogénea cuyos
fenotipos varian entre los drganos a los que pertenecen e incluso son diferentes dentro
de un mismo o6rgano, segun el calibre del vaso al que pertenecen [Gumkowski, 1985;
Thorin y Shreeve, 1998; Craig, 1998]. Esta heterogeneidad se demuestra en distintos
aspectos. Por ejemplo, por la variada morfologia o disposiciones encontradas:
monocapas de CE altamente continuas y con uniones estrechas en los pulmones,
monocapas discontinuas con uniones gap como en el tejido hepatico o endotelios

fenestrados como en los glomérulos renales [Genesser, 2000].

Pericito

Hendidura
intercelular

Capilar fenestrado

Seccion transversal de un capilar [Tomado de Genesser, 2000]
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Capilar peritubular en el rifion (16000X). Las referencias corresponden a: 1. Lumen del capilar (ancho: 5
micrones). 2. Nucleo de CE. 3. Unién de los brazos citoplasmaticos de la CE. 4. Citoplasma altamente
fenestrado, donde cada fenestra esta cubierta de una fina membrana. 5.Lamina basal. 6. Parte de un
pericitos.7. Espacio pericapilar de tejido conectivo.8. Base de una célula del tubulo renal. 9. Nucleo de un
fibroblasto. 10. Golgi. 11 Centriolos (Tomado del Rodhin Athlas of Histology)

Las CE estan unidas entre si por una sustancia intercelular constituida por
glicoproteinas. Los espacios intercelulares endoteliales varian en magnitud de 10-20 A
en arterias mayores a 100200 A en vénulas postcapilares. Por ejemplo, la
microvasculatura del tejido adiposo se caracteriza por la presencia de uniones intimas y
ausencia de fenestras y discontinuidades. En sus uniones intercelulares se evidencia la
presencia de caderinas, PECAM y JAM (junctional adhesion molecule) que son
proteinas tipicas de uniones intercelulares que regulan el paso de solutos [Williams LA,
1999] y las cuales contribuirian en el control de la interaccién leucocito/ endotelial
durante la diapédesis.

La membrana de la CE se aprecia tachonada de innumerables receptores para
interleuquinas, moléculas clase I y II del MHC y receptores para moléculas de
adherencia (selectinas, integrinas, ICAM-1, ICAM-2, ELAM-1, VCAM-1) que
orquestan su normal funcionamiento. El ICAM-2 se aprecia presente en forma
constitutiva en la CE en reposo en proporcién mayor que el ICAM-1 [Pearson JD,
1999]. Existen también muchos trabajos relacionados a la descripcién de los distintos
marcadores de superficie que las CE pueden expresar en forma diferencial [Porter,

1990; Augustin, 1994; Garlanda y Dejana, 1997].
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No obstante, debido a la existencia de algunos marcadores caracteristicos que
nacen al fenotipo endotelial como la expresion de CD31, CD34, factor VIII o factor de
von Willebrand, la unién a la lectina Ulex europaeus de tipo I, ha sido posible avanzar
en la obtencion de estas células a partir de diversos tejidos para su estudio y cultivo con
¢l fin de evaluar las diferencias y realizar estudios funcionales mas apropiadamente que

utilizando las clasicamente utilizadas células HUVEC (CE de cordén umbilical).

4. ANGIOGENESIS

La angiogénesis es fundamental para la cicatrizacidon [Pettet G, 1996], la
reproduccion [Shifren JL, 1996; Fraser HM, 2000] y el desarrollo embrionario [Risau
W, 1997]. Durante el desarrollo, los vasos sanguineos se originan a partir de precursores
de células endoteliales (CE) -los angioblastos- por un proceso conocido como
vasculogénesis pero también a partir de vasos sanguineos preexistentes via
angiogénesis [Risau W, 1997]. Ambos procesos estan mediados por factores de
crecimiento paracrinos.

Los vasos sanguineos comienzan como simples conductos. En la
microvasculatura, estos conductos consisten de una a dos células endoteliales que se
unen entre si. Pero aun vasos de mayor calibre, como la aorta dorsal, que estan
tapizados por muchas CE, han comenzado como un conducto endotelial “desnudo” sin
células musculares asociadas.

En el adulto, la tasa de proliferacion de CE es muy baja comparado con muchos
otros tipos celulares de los tejidos del cuerpo. Mas de 10'2 CE tapizan el interior de los
vasos sanguineos y cubren un area aproximada de 1000 m® en un adulto de 70 kg. El
tiempo de recambio de estas células puede exceder los 1000 dias [Jaffe EA, 1987]. Sin
embargo, existen excepciones fisioldgicas donde la angiogénesis ocurre bajo estricta
regulacion, como durante el ciclo reproductor femenino y la cicatrizacion. Cada vez
existen mas evidencias que indican que para que comience el proceso angiogénico, se
debe alterar el equilibrio local de reguladores negativos y positivos a favor de estos
iltimos, de manera de detonar el crecimiento de microvasos [Montesano R, 1995;

Ramanujan S, 2000].
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La vasculatura tumoral es muy diferente del lecho microvascular normal porque
los vasos nunca llegan a tener una gran cubierta muscular de pericitos. Nunca se tornan
quiescentes, sino que permanecen en estado activado y con muy alta tendencia a la
proliferacién; pero por fortuna también con alta tendencia a la regresion lo que los hace
particularmente sensibles a terapias antiangiogénicas [Folkman J, 1985]. La arquitectura
vascular es una entidad dinamica relacionada con el desarrollo, destruccién y
reordenamiento de los vasos sanguineos. Este tipo de vasos “desnudos” son muy
inestables y dependientes de factores externos para sobrevivir [Orlidge A, 1987]. Sin
embargo, una vez que los pericitos llegan a tapizar externamente estos conductos
vasculares, dejan de depender de factores exdgenos para sobrevivir ya que tales factores

(p. ¢., TGF-P) serian provistos por los pericitos [Orlidge A, 1987].

Tubo capilar sin matriz extracelular mostrando la cubierta de pericitos
intimamente unidos. La flecha sefiala un proceso o prolongacion tipica de los
pericitos que pueden estar muy estrechamente unidos

Desde las primeras evidencias de este mecanismo aportadas por Pietro Gullino
[Bremm SS, Gullino P, 1978] y Judah Folkman [1971], se ha acumulado considerable
volumen de evidencias que indican que el crecimiento progresivo de los tumores es
dependiente de angiogénesis. La mayoria de los tumores en humanos persisten in situ
por largos periodos de tiempo (meses y hasta afios) en estado avascular y quiescente. En
esta fase, el tumor puede contener unos pocos millones de células y no desarrolla mas
alld de los 2 mm de diamentro. En algin momento, un subgrupo de ellas hace un
cambio al “fenotipo angiogénico” [Folkman J y Hanahan D, 1991], alterando el
equilibrio local entre reguladores negativos y positivos de la angiogénesis
[Maisonpierre., 1997; Holash J, 1999]. Alli entonces, el tumor empieza a crecer

rapidamente y se hace clinicamente detectable [Hanahan D y Folkman J, 1996]. Pero

26




Introduccion

nbién debe considerarse que las CE microvasculares presentes en los diversos tejidos
esentan diferentes propiedades biologicas dependiendo de los microambientes o
ckgrounds genéticos [Ungari., 1985, Gullino PM 1992; Alessandri , 1997]. Por lo
ito, las diferentes propiedades de las CE pueden influir importantemente en la

spuesta a la presencia de moléculas angiogénicas y antiangiogénicas.

Todos los tejidos y organos desarrollan una arquitectura vascular especifica y
racteristica cumpliendo con los requerimientos funcionales y de nutrientes
pecificos. La existencia de una vasculatura especifica de tipos tumorales es un punto
ntroversial de discusion. Incluso se han desarrollado modelos matematicos para
scribir el proceso de angiogénesis tumoral [Levine HA, 2001; Orme ME, 1996].
1alisis fractal de las tramas vasculares tumorales indican que el aumento en el nivel de
stor/es angiogénico/s difusible/s de liberacion local son la clave determinante de la
rma de las mallas capilares [Chaplain MA, 1991]. Sin embargo, los mismos modelos
itematicos han demostrado que la heterogeneidad del microambiente tumoral
tracelular puede jugar un rol muy importante [Levine HA, 2000]. Es interesante
stacar que no sélo las células cancerosas sino las células inflamatorias [Berger AC.,
00; Etoh T, 2000; Levine HA, 2000; Dalgleish AG, 2002; Benelli, 2002] que infiltran
tumor y la matriz extracelular [van Hinsbergh VW, 2001], pueden ser fuente de

‘tores angiogénicos

Los modelos de investigacion sobre angiogénesis tumoral resultan de utilidad para
estudio de:
¢ la identificacion de reguladores positivos y negativos de la angiogénesis y la
caracterizacion de sus mecanismos de accion;
¢ laidentificacién de inhibidores de angiogénesis sintéticos y/o naturales;
o la cuantificacion de neovascularizacion en biopsias tumorales para el uso en

diagnostico y pronéstico.

La cuantificacién de la densidad microvascular en especimenes tumorales puede
ntribuir a predecir el riesgo de metastasis o recurrencia. Recientes observaciones han

nfirmado esta hipotesis para distintos tipos de tumores [Leek, 1996; Ueno, 2000].
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Nuestro trabajo en este aspecto pretende buscar una herramienta eficiente de
in de la neovascularizacién en el modelo murino; asi como determinar si en este
, se reproduce el valor prondstico de la angiogénesis, de manera de tener un

tro a través del cual se pueda evaluar la respuesta de los tumores a diversos
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OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo de Tesis fue estudiar las interrelaciones existentes
entre las células tumorales, las células del endotelio de los vasos que irrigan los
tumores y la presencia de células inflamatorias de manera de evaluar su rol y/o
contribucion en el destino del tumor.

En particular se considero,

(a) Estudiar en tumores mamarios murinos si la neoformacién de vasos acompaiia
ciertas caracteristicas bioldgicas y del comportamiento del tumor como velocidad de
crecimiento, capacidad metastasica y origen tisular. Dado que esta evaluacion puede
depender del anticuerpo que se utilice para la inmunodeteccion, se probé la utilidad del
anticuerpo monoclonal MEC 13.3, anti CD31, desarrollado previamente en
colaboracion con el grupo del Dr. A. Mantovani (Milan, Italia). Este mismo anticuerpo
se utilizé como herramienta con el fin de aislar CE de tejidos neoplasicos y normales en
pos de establecer lineas que contribuyan a definir una caracterizacién morfologica y

funcional mas clara entre las CE de distintos origenes (Capitulo I).

Es a través del endotelio y en respuesta a sefiales quimiotacticas, que las células
inflamatorias pasan de circulacion a los tejidos. Muchos tumores son capaces de
producir tales sefiales en la forma de quemoquinas conduciendo a la formacién de
infiltrados inflamatorios, cuyo valor para el destino del tumor resulta controversial. Por
lo tanto, (b) se propuso estudiar la produccion de la quemoquina MCP-1 en melanomas
metastasicos humanos y su relacién con la vascularizacidn y el infiltrado inflamatorio.
Asimismo, con el objeto de estudiar el rol de los macrdofagos infiltrantes y poder
disponer de un modelo que reproduzca la situacion de estudio de las biopsias, se
establecid una linea productora de MCP-1 a partir de la linea de melanoma IIB-MEL-J,
disponible en el laboratorio y determinada como no productora de la quemoquina en

cuestion. (Capitulo II)

Por ultimo, dado que la aplicacion de ciertos tratamientos antitumorales producen un
dafio en las células del tumor, este fendmeno de stress podria ser interpretado como una

“sefial de peligro”, conduciendo a la liberacion de citoquinas y quemoquinas. Estas
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sefiales proinflamatorias podrian inducir la llegada de células presentadoras de
antigenos, las que a su vez podrian contnbuir al establecimiento de una respuesta contra
el tumor. Bajo esta hipdtesis entonces, (¢) se evaluaron estrategias para modular la
presencia de infiltrado en tumores con escaso a nulo presencia de células inflamatorias
con el fin de estimular la llegada de células inflamatorias y células presentadoras de

antigenos al sitio tumoral. (Capitulo III).
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1. LINEAS CELULARES Y CULTIVO DE STOCKS

Para la realizacion de los distintos ensayos que se detallan mas adelante se utilizaron las

lineas celulares de origen humano:

[IB-MEL-J: se establecid a partir de una lesion de melanoma metastatico de
pulmoén [Guerra Ly col., 1989].

IIB-MEL-IAN: se desarrollé a partir de metastasis ganglionares axilares
derivadas de un melanoma primario epitelioide amelandtico [Kairiyama C y
col., 1995]

[IB-MEL-LES: se obtuvo a partir de un ganglio metastatico amelandtico
proveniente de un melanoma de tipo epitelioide amelandtico [Kairiyama C y
col., 1995].

Las células de estas tres lineas se mantuvieron en cultivo continuo en un medio
denominado “Medio Melanoma” que se compone de: Dulbecco’s Modified
Eagle Médium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM: F-12, 1:1, Sigma) en
presencia de glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml
(Sigma) y suplementado con suero fetal bovino 10% (FBS: fetal bovine serum,
Natocor), selenito de sodio 20 nM (Sigma), acido ascérbico 100 pM (Sigma),
galactosa 0,3 mg/ml (Sigma), piruvato de sodio 0,15 mg/ml (Sigma), insulina
5 pg/ml (Laboratorios Beta), transferrina 5 pg/ml (Sigma) y factor de
crecimiento epidérmico 5 ng/ml (EGF, Collaborative Res.)

MCF-7: linea de adenocarcinoma mamario [Soule HD y col.,, 1973]. Se
mantuvieron en un medio de cultivo compuesto por DMEM/F-12, 1:1,
suplementado con FBS 10%, glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y

estreptomicina 100 pg/ml.
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e [IB-BR-G: [Bover L y col., 1991]. El medio utilizado es semejante al de las
células MCF-7 enriquecido con 20nM selenito de sodio, 100 pM acido
ascorbico, 5 ng /ml EGF, 5 pg/ml prolactina, 1,4 pM hidrocortisona y 0,1 nM

17B-estradiol. Todos los factores fueron provistos por Sigma.
Asimismo, se utilizaron las siguientes lineas celulares de origen murino:

e 1Gl1: se generd a partir de cultivos sucesivos de células endoteliales de la
microvasculatura aisladas de pulmén de ratones BALB/c [Dong Q y
col.,1997] El medio consisti6 en DMEM suplementado con 20 % FBS ; 2%
HEPES ; 1% de aminoacidos no esenciales ImM de piruvato de sodio ; 10
mg/ml de heparinay 100-140 pg/ml de factor de suplemento endotelial.
(ECGS: endothelial cell growth supplement, Sigma o producido a partir de

cerebro de temera). Se plaquean en cajas de Petri con 1% de gelatina en estufa
a37°Ccon 5% CO,.

e HS5V: células de endotelio de corazén de embriones de ratones las cuales
fueron transformadas por el agregado del antigeno middle T del Polyoma virus
[Garlanda et al. 1994]

e BI16/Fl: linea de melanoma murino [Fidler, 1977]. El medio correspondiente
consiste en DMEM con 2 mM glutamina, 100U/ml de penicilina, 100pg/ml de
estreptomicina, ajustado con 3,7 g/L bicarbonato de sodio y suplementado con
10% FBS.

e S-180: linea de sarcoma de ratén [J. Natl. Cancer Inst. 13: 1299-1377, 1952].
El medio de cultivo consisten en DMEM suplementado con 10% FBS y
glutamina

e Hibridoma productor del anticuerpo MEC 13.3

Todas las lineas celulares antes mencionadas se plaquearon en placas de Petri de
100 mm (Corning) o en botellas de cultivo de 75 cm?® (Corning) en sus correspondientes
medios de mantenimiento y se incubaron en estufa a 37°C en una atmdsfera

humidificada de 95% de aire y 5% de CO,. El cambio de medio de cultivo se realizé dos

32



Materiales & Métodos

0 tres veces por semana Rutinariamente, al llegar a estado de confluencia se
dispersaron por tratamiento con tripsina

0,25%: EDTA 0,065%. Cuando se requirieron las células para ensayos donde la
integridad de los antigenos de superficie fue necesaria, los cultivos se disgregaron
mediante el tratamiento con EDTA.

Todas las lineas celulares se controlaron periddicamente para detectar la presencia de

micoplasma.

1.1 Obtencion de ECGS: inicialmente para el crecimiento y cultivo de las células

endoteliales se utilizé el suplemento de crecimiento endotelial comercial (Sigma), el
cual también se utilizd de referencia para evaluar la utilidad del obtenido en el
laboratorio. Para ello, se obtuvieron cerebros de terneros recién sacrificados y su
procesamiento posterior se realizo segun lo publicado por Maciag y col. [1979]. El
producto final fue liofilizado y conservado en alicuotas a —20°C, que fueron las que
se utilizaron de rutina para los cultivos de las lineas y el establecimiento de la linea

endotelial renal .

2. LINEAS TUMORALES DE MANTENIMIENTO IN VIVO

Las lineas de tumores mamarios murinos utilizadas para los ensayos de
angiogénesis y aislamiento de células endoteliales fueron cedidas por la Dra. Claudia
Lanari [Lanari C y col., 1989; Pazos y col., 1991]. Su mantenimiento se realizé por
implantes subcutaneos de fragmentos de tejido tumoral de aproximadamente 1 mm” con
trocar en ratones BALB/C hembras singeneicos menores a dos meses de edad.

La generacidn de tumores derivados de la linea de melanoma humano IIB-MEL-J en
ratones nude (IIB-MEL-J,,4.) también se efectué mediante implantes subcutaneos por

trocar y mantenida por pasajes in vivo.
Para la evaluacidn del crecimiento tumoral, se tomaron medidas del ancho y largo

con un calibre. Los tamafios tumorales se expresaron siguiendo la formula (AxB?)/2,

donde A es la diametro mayor y B es el diametro menor medido.
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3. AISLAMIENTO DE CELULAS ENDOTELIALES

30pl de las esferas magnéticas Dynabeads (Dynal, Oslo, Norway) se incuban con
el anticuerpo MEC 13.3 anti-CD31/PECAM (Iml de sobrenadante del hibridoma)
durante dos horas a temperatura ambiente con agitacion. Luego de varios lavados con
HBSS- 1% FBS , se incuba 1 hora con DMEM-5% FBS para bloquear el pegado
inespecifico de células no deseadas. Luego de ello, se lava de 2-3 veces con la misma

solucion anterior.

Los tejidos de interés se extraen en condiciones estériles y se disgregan
inicialmente con tijeras y bisturi para luego someterlos a un disgregado enzimatico con
una solucion de Img/ml de colagenasa A (Boehringer-Mannheim). Esta suspensién se
incuba con agitacion durante 45 min. a 37 °C y se pasa por una malla de poro pequeiio o
gasa estéril. Posteriormente, se centrifuga a 1000 rpm durante 10 min., se descarta el
sobrenadante y se resuspende el pellet con HBSS - 1% FBS y se vuelve a centrifugar.
Las células se resuspenden en 1 ml de DMEM (separando una alicuota para estimar
luego el porcentaje de recuperacién) y se incuban con las esferas durante 30 min a 4 °C,
homogeneizando esporadicamente. Las células endoteliales unidas a las esferas se
separan de las no unidas por atraccidn de las esferas con un magneto y descartando toda
la suspension que no se vio atraida por el iman. Aplicando la misma metodologia se
efectian la mayor cantidad de lavados posibles de manera de minimizar los tipos

celulares contaminantes.

Finalmente se resuspenden las células en medio de cultivo completo (DMEM 20
% FBS ; 2% HEPES ; 1% de aminoacidos no esenciales ; ImM de piruvato de sodio ;
10 mg/ml de heparina y 100-140 pg/ml del factor de crecimiento endotelial , ECGS:

endothelial cell growth supplement) . Se separa una alicuota para recuento y se plaquean

en cajas de Petri con 1% de gelatina en estufa a 37 °C con 5% CO,.
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4, OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE
TEJIDOS

Para los experimentos in vivo llevados a cabo con las lineas tumorales
previamente descriptas, se tomaron fragmentos representativos del tumor para su
posterior analisis. Seglin correspondiese, se procedié a la:

4.1. fijacion en formol: las piezas se mantuvieron durante varias horas (segun el
volumen del fragmento de tejido) en formaldehido al 10% en PBS. Posteriormente
se sometié a una serie ascendente de alcoholes y xilol, para ser luego incluido en

parafina. Tras ser seccionados, los cortes (5-7 um) se desparafinaron y rehidrataron

para su coloracion por hematoxilina-eosina o0 su procesamiento por
inmunohistoquimica.

4.2. conservacion a —70°C: se incluyeron en OCT (embedding médium for frozen
tissue specimens, Tissue-Tek) y se conservaron a —70° C hasta ser procesadas por
crigstato. Las secciones de tejido se montaron en portaobjetos pretratados con Poli-
L-lisina para garantizar su adhesion, se fijaron en acetona fria durante 10 min., y se
rehidrataron durante 5-10 min. en PBS para luego continuar con técnicas

inmunohistoquimicas.

4.3. Biopsias: las muestras utilizadas para el estudio de MCP-1, angiogénesis y
macréfagos provienen de biopsias o intervenciones quirurgicas de pacientes con
melanomas metastasicos fijadas en formaldehido 10% y procesadas segin se describe

en4.1.1.
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4.4. Muestras para microscopia electréonica: Las células endoteliales crecidas hasta
confluencia se fijaron con glutaraldehido 3% y se levantaron con un scrapper. Luego
fueron post fijadas con tetroxido de osmio y deshidratadas mediante una serie creciente
de alcoholes para ser finalmente embebidas en resina Spurr. Subsecuentemente, el taco
se corto con una cuchilla de vidrio en un ultramicrétomo Sorvall M-T-B y las secciones
se colorearon con citrato de plomo . Las observaciones se realizaron en un microscopio

TEM JEOL 1200EXII (Servicio de Microscopia Electronica, CICV, INTA-Castelar).

5. INMUNOHISTOQUIMICA

Los cortes de tejido se preincubaron durante 20 min con suero normal de conejo
(1:20) para evitar el pegado inespecifico del anticuerpo primario. Posteriormente se
incubaron con el anticuerpo especifico (ver Tabla) a temperatura ambiente por 2 hs u

overnight a 4°C en camara humeda.

) CELULAS
MOLECULA ANTICUERPO PROCEDENCIA
EVIDENCIADAS
ascitis, cedido por Dr. A. Mantovani,
MCP-1 Células de melanoma 5D3 F7
Instituto Mario Negri, Milan
CcD68 Macréfagos humanos HAM 56 Dako, Glostrup, Denmark
Immunotech
CD34 Endotelio humano QBEND10
sbn. de hibridoma, cedido por Dr. A.
CD31/ PECAM-1 Endotelio murino MEC 13.3 Mantovani, Instituto Mario Negri
Milan
sbn. de hibridoma, cedido por Dr. A.
CD11b Polimorfonucleares murinos RB6-8C5
Vecchi, Instituto Mario Negri , Milan
sbn. de hibridoma, cedido por Dr. A.
Mac 1a chain Macréfagos murinos MAC 1 . . . L
Vecchi, Instituto Mano Negri, Milan
sbn. de hibndoma, cedido por Dr. A.
DEC 205 células dendriticas murinas DEC 205
Vecchi, Instituto Mario Negn, Milan
. sbn. de hibridoma, cedido por Dr. A.
TMBA Céls.Natural Killer murinas T™Mp1 . . . L
Vecchi, Instituto Mario Negri, Milan
F4/80 Macréfagos murinos F4/80 Phamingen
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vWF Factor VIlI-Related
Células endoteliales . DAKO Corporation
Antigen
a-actina de musculo liso Pericitos clone 1A4
Dako A/S, Denmark
sbn de cultivo del hibridoma
VCAM-1 Células endoteliales MK 1.9
sbn de cultivo del hibridoma
ICAM-1 Células endoteliales CRL1878
sbn de cultivo del hibridoma
ELAM Células endoteliales 21KC10
VE caderina Células endoteliales 19E6 Dr E. Dejana, Inst.Mario Negri, Milan

Después de dos lavados de 10 min con PBS, los cortes histolégicos se incubaron
con una dilucién 1:100 de Ig G puente (rabbit anti- rat IgG, whole molecule, Sigma)
durante 30 min., seguida de una incubacidén con el complejo peroxidasa anti-peroxidasa
de rata (PAP, Accurate Chemicals) durante 60 min a temperatura ambiente. Luego de
abundantes lavados con PBS, se procedid al revelado usando como sustrato
cromogénico diaminobencidina (DAB 1mg/ml de PBS, Sigma) y 0,03% de H,0O, 30
volimenes. Posteriormente las muestras se contrastaron con hematoxilina de Harris
(1/100), se deshidrataron en serie ascendente de alcoholes y xilol, y se montaron con
balsamo de Canada.

La presencia de la peroxidasa endégena en los tejidos se inhibid, previo a la incubacién

con el anticuerpo primario con una solucién 3% de H,O, 30 volimenes.

6. CUANTIFICACION

6.1. Infiltrado inflamatorio: el conteo del nimero de macréfagos y PMN
infiltrantes en el tejido tumoral se realizé en diez campos de 1000X, en cada uno de
los tumores examinados . Los valores obtenidos se procesaron para obtener las
medianas y rangos de cada grupo. Para el analisis estadistico se aplico el test de
Wilcoxon no paramétrico (non-parametric Wilcoxon rank test).

6.2. MCP-1: la expresion de esta quemoquina se reporté de dos maneras. Una de
ellas fue como porcentaje de células MCP-1 positivas. La otra forma fue midiendo

unicamente la intensidad de coloracion de los citoplasmas de las células tumorales
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por exclusion de las areas nucleares. Esta medicion se realizé con la asistencia de un
digitalizador de imagenes (Kontron Electronik) en cinco campos de 400X. La
intensidad del cromdgeno se evalu6 como la inversa de los valores de grises
promedio (1/MG mean grey) detectados por el analizador. Se consideré6 como basal
de marcacidn, la intensidad obtenida cuando el anticuerpo primario se sustituyd por
PBS

6.3. Vascularizacion en biopsias de melanoma: el conteo de vasos se realizo en
diez campos consecutivos de 100X de aumento. También se hicieron valoraciones
de area y perimetro de vasos con la asistencia de un analizador de imagenes.

6.4. Angiogénesis en tumores mamarios murinos: en cada muestra, el nimero de
estructuras microvasculares se contd en tres campos de 200X abarcando las areas de
mas activa angiogénesis o ‘“hot-spots”. Para el caso de las piezas tumorales
resecadas a mayor tiempo post transplante, comenzaron a observarse vasos de
mayor calibre, principalmente intraseptos, los cuales no fueron considerados por no
considerarse dentro del rango microvascular. Para el caso de las biopsias analizadas
en 6.3, se consideraron vasos de todo calibre como una medida general de perfusion
vascular, sin discriminar si eran de la micro o macrovasculatura.

6.5. Macrofagos asociados al tumor (TAM: tumor-associated macrophages): se
realizo en campos de 400X en tres areas intratumorales seleccionadas al azar entre
los 10 campos elegidos para la cuantificacion de vasos. No se consideraron los TAM
presentes en estroma o areas necroticas.

6.6. Edema y necrosis: para la valoracion del edema se determiné la distancia (en
pm) entre la membrana basal de la epidermis y el borde tumoral. Para cada muestra,
se tomaron 10 mediciones en campos de 25X y luego se promediaron para obtener
el valor de edema promedio para dicha muestra tumoral. El porcentaje de necrosis se
calculé tomando la suma de todas las regiones necrdticas en funcion del area total
del tumor en campos de 25X. Ambas determinaciones se realizaron con la asistencia

del analizador de imagenes antes mencionado.
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7. PRESENCIA DE MARCADORES CELULARES

La determinacion de los niveles de diversas moléculas de adhesion, presencia del
factor de von Willebrand (vWF) y de a-actina de musculo liso se efectio por alguna de

las siguientes metodologias: ELISA e inmunofluorescencia.

7.1. ELISA sobre células vivas: se sembraron 20.000 células de cada uno

de los supuestos clones de células endoteliales en placas de 96 pocillos, las cuales
estaban cubiertas con gelatina 1%. Alli se mantuvieron durante dos dias en medio
endotelial completo hasta que llegaran a confluencia. Llegado a este punto, se
descartaron los sobrenadantes y las células se lavaron con PBS-0,5% FBS
precalentado a 37°C. Luego se colocaron 100 pl de una dilucion 1:3 del anticuerpo
monoclonal correspondiente (anticuerpos rata anti ratén dirigidos contra CD31,
VCAM-1, ICAM-1, VE-caderina y ELAM; ver Tabla) y colocando la placa tapada
sobre hielo, se incubd durante 1 h . Posteriormente, se descartan los anticuerpos por
inversién y se lavaron cuidadosamente las monocapas con la solucién PBS-0,5%
FBS fria. Como anticuerpo secundario se utilizé una IgG conjugada a peroxidasa en
dilucién 1:2000 en frio (horseradish peroxidase-conjugated sheep anti-rat IgG,
Amersham Inc, Amersham, UK). Para el revelado se utilizé el sustrato cromogénico
ABTS (Kirkegaard & Perry, Gaithersburg, MD). Se midi6 la absorbancia a 405
nm.

La activacion de las células endoteliales se consiguid cultivandolas en presencia de
1,5 pg/ml de LPS. Todas las determinaciones se realizaron por cuadruplicado y se

realizaron entre dos y tres experimentos independientes.

7.2. Inmunofluorescencia: la presencia de ciertas moléculas de adhesion y

del factor de von Willebrand (vWF) fue determinada por inmunofluorescencia
indirecta. Se utilizaron cortes de tejido o células cultivadas sobre portaobjetos. En
ambos casos, las piezas se fijaron en formaldehido al 4% durante 15 min. a
temperatura ambiente y luego se incubaron durante 60 min. en presencia de la
dilucién apropiada segun el anticuerpo monoclonal ensayado. Posteriormente a los
lavados con PBS, las muestras se incubaron durante 60 min. con un anticuerpo

secundario fluoresceinado (cabra anti-conejo-FITC 1:140, cabra anti-ratén 1:250.
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Todos provenientes de Sigma) en camara humeda y protegidas de la luz. Luego de
varios lavados con PBS, se montaron en 90% glicerol / PBS.

Dada la dificultad en encontrar anticuerpos anti vWF y alfa actina murinos se
utilizaron los correspondientes anticuerpos anti humano (ver Tabla). La
especificidad de la reaccidon se constatd utilizando como control negativo
incubaciones con anticuerpos del mismo isotipo. Para el caso de la deteccion de alfa
actina, como se esperaba que las células endoteliales fueran negativas, se utilizaron
aislamientos frescos de células musculares de ratéon como control de positividad y

reconocimiento del anticuerpo empleado.

7.3. Incorporacion de particulas de LDL acetilado: La incorporacion de

lipoproteinas de baja densidad (LDL: low density lipoproteins) es una caracteristica
que ayuda a perfilar el fenotipo de una célula que se supone de linaje endotelial.
Para ello, se plaquearon sobre cubreobjetos células del clon REC-A4, 1Gll1 y
macrdfagos peritoneales residentes. Las células alin vivas se lavaron con PBS y se
incubaron durante 4 hs a 37°C en medio libre de suero conteniendo 10 pg/ml de
LDL acetilado (Di-I-Ac-LDL; Biogenesis Ltd., Biogenesis, NH) acoplado a un
trazador rojo fluorescente (1,1’-dioctadecyl-1-3,3’,3’-tetramethyl-indo
carbocyanine perchlorate). Luego de varios lavado con medio libre de suero, las
células se fijaron con formol 4% y se observaron al microscopio con filtros para

rodamina.

8. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad de las células frente a la exposicidn a Shigatoxina-1 o LPS se evalué
por el método de MTT (3(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-5,5-diphenyl-tetrazolium bromide,
Sigma). Brevemente, las células se plaquearon en placas de 96 pocillos cubiertas con
gelatina 1% a una densidad de 2 10° células/ml. Estas se dejaron overnight en medio de
cultivo completo para su total adherencia previo a cualquier tratamiento. Luego del
tratamiento, se descarté el medio por inversion de la placa y se agregé 50 pl de MTT
Img/ml en medio contiendo 1% FBS. Se incubaron las células durante 4 h. a 37°C en

estufa gaseada. Luego de descartar la solucion, se agregaron 100 pl de etanol absoluto a
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cada pocillo. La placa se incubé con agitacion suave y protegida de la luz durante 10

min. La absorbancia se leyé inmediatamente a 595 nm.

9. CRIOCIRUGIA O CRIOTERAPIA

9.1 GRUPOS DE TRATAMIENTO

La induccién de necrosis se realizd por criocirugia. Para ello, ratones nude
portadores de tumores [IB-MEL-J correspondientes a los grupos tratados se anestesiaron
con 0,3 ml de pentobarbital (Smg/ml) intraperitoneal. Luego se les aplicé un rocio
intermitente de nitrogeno liquido con un aparato disefiado para tal fin (Cry-A-C device,
Brymill, Ellington, CT) usualmente utilizado para el tratamiento de alteraciones vaso-
celulares. Esta aplicacion se realizo sobre la piel existente por encima del tumor durante
un tiempo que se ajustd en funcion del tamafio del tumor. Sin embargo, el tiempo
maximo de aplicacion para los tumores mas grandes no excedid los 45 seg. El rocio se
emitid a una distancia de 1-2 cm de la superficie de la piel y a un angulo de 90°. En los
primeros casos, se utilizd una termocupla, ubicada en la periferia del tumor, para
evaluar las temperaturas alcanzadas durante el tratamiento. Después del procedimiento
de congelacidn, la temperatura corporal de los ratones bajaba considerablemente, por lo
cual se los dejo recuperarse de la anestesia en una almohadilla térmica. Se considerd
como dia O de tratamiento el dia del tratamiento con crioterapia. Un dia mas tarde, un
grupo de ratones criotratados recibié una dosts unica de rm GM-CSF de 500 U (ECsp:

0.12 ng/ml, Sigma) aplicada intratumoralmente con aguja de tuberculina (27 % gauge).

9.2 GRUPOS CONTROLES

Un grupo de animales portadores de tumores se mantuvo sin realizarle tratamiento
alguno. Sin embargo, fueron anestesiados con la misma dosis de pentobarbital que los
tratados con crioterapia. Otro grupo de ratones recibid una dosis de rm GM-CSF
intratumoral sin aplicacién de nitrégeno, de manera de evaluar ¢l efecto de la citoquina
per se. Para evaluar el efecto de la inoculacion intratumoral en si misma, se estructurd
un grupo donde se inyectd vehiculo (PBS- 0,1% seroalbumina bovina, BSA) y otro

grupo donde se inyectd vehiculo en los tumores tratados con el rocio de nitrégeno. Los
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animales (8-10 por grupo) de todos los grupos se sacrificaron a dia 3 y 15 post

tratamiento.

Resumiendo, el ensayo conté con los siguientes grupos de estudio:

GRUPO | »
GRUPO Il -
GRUPO III % ;
y GM-CSF intratumoral
s
GRUPOIV . “‘
by e T 1 %&-CSF intratumoral
GRUPO V %
o, vehiculo intratumoral
i
GRUPO VI 3
, \ N, <+ vehiculo intratumoral

9.3 ANALISIS DE LA RESPUESTA HUMORAL

Para analizar posibles cambios en el nivel de anticuerpos, al dia 15 y previo al

sacrificio, se extrajo sangre por puncion cardiaca de cada uno de los ratones
anestesiados. Para la obtencion de los sueros, se dejaron los tubos con sangre en un
bafio a 37°C de manera que se produzca la retraccion del coagulo y luego se
centrifugaron a 2500 rpm por 5-10 min. El suero alicuotado en pequefias cantidades se

conservo a —70°C hasta el momento de su uso.
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La especificidad de los anticuerpos presentes en el suero se estudid por la
técnica de ELISA e inmunofluorescencia. Para el ELISA se plaquearon 10* células IIB-
MEL-J en fase exponencial en placas de 96 pocillos y se dejaron overnight con medio
de cultivo apropiado para permitir su adherencia. Luego se lavaron dos veces con PBS
y se fijaron en formaldehido 4% por 10 min.. Se utiliz6 PBS — 1% BSA (1 hora a
temperatura ambiente) para bloquear el pegado inespecifico de anticuerpos. Luego se
incubaron las células overnight a 4 °C en presencia de una dilucién 1/25 o 1/50 de los
sueros obtenidos. Posteriormente a lavar los pocillos tres veces con una solucién de
PBS -0.1% BSA, se agregé una dilucion 1/250 de un policlonal conejo anti
inmunoglobulinas de ratén acoplado a peroxidasa (Dako Corporation, CA) durante 90
min. Luego de varios lavados con PBS —0.1% BSA, se revel6 con o-fenilendiamina y

se leyo la absorbancia a 415 nm.

10. TRANSFECCION DE CELULAS DE LA LINEA IIB-MEL-]

El plasmido de expresion utilizado para la transfeccion pLXSN fue cedido por la
Dra. Barbara Botazzi del Instituto Mario Negri. E1 pLXSN contiene un inserto con un
cDNA de 700 pb correspondiente a la secuencia del MCP-1 humano (pLXSN-MCP-1)
bajo el control del LTR del virus Moloney de leucemia murina y el gen de la neomicina
fosfotransferasa bajo el control del promotor temprano de SV40, generando una unidad

transcripcional bicistronica (Esquema). El gen de resistencia a ampicilina en el cuerpo

del vector.
1 kb
— o
(A)r
BT T uxsNvee
LTR MCP-1 SV40  NEO LTR

Para obtener una cantidad suficiente para la transfeccion se procedid a transformar
bacterias NovaBlue competentes, las cuales se crecieron en presencia de ampicilina (60
pg/ml) para permitir el crecimiento de sélo aquellas que hubiesen incorporado el

plasmido. Cuando alcanzaron una D.O = 0.6, los cultivos se procesaron por la técnica
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de Miniprep para obtener el plasmido. La preparacion purificada se tested en cuanto a

concentracion y pureza por absorbancia a 260nm / 280nm.

La transfeccion por lipofeccion se realizé con el kit Lipofectamine Plus  (Gibco
BRL). Brevemente, el dia anterior a la transfeccion se sembraron células IIB-MEL-J en
una placa de cultivo de 60mm de manera que 24 hs mas tarde llegasen entre un 50-70%
confluencia. S5pg del plasmido pLXSN-MCP-1 o del plasmido vacio pLXSN se
utilizaron bajo las condiciones especificadas en el kit Lipofectamine. Al dia siguiente se
adiciond medio de cultivo fresco y 48 hs después de la transfeccidon se adicioné el
antibidtico G-418 (800 pg/ml). La presencia del antibiético de seleccién se mantuvo
hasta que todas las células de la placa control (no transfectada) munieron. Luego se
retir6 el antibidtico y se permitid el crecimiento y aparicidon de colonias, las cuales se
tripsinizaron y pasaron a pocillos de multiwell de 24 para su amplificacién y
establecimiento como sublineas independientes.

Para confirmar la presencia del plasmido, a partir de cada sublinea o clon se
reaisl6 el DNA plasmidico y se constaté la presencia del inserto y se constato el nivel de

expresion de la quemoquina por dot/slot-blot y ELISA captura.

10.1. ELISA Captura para MCP-1: se incuba una dilucién de 3 pg/ml del suero

policlonal conejo anti Hmcp-1 en binding buffer se plaquea en placas de 96 pocillos
Maxisorp™ overnight a 4°C. Este anticuerpo funcionara como anticuerpo de
captura. Se descarta el anticuerpo, se bloquea con 1% BSA por | h a temperatura
ambiente y luego se lava tres veces con PBS 0.05% Tween (buffer de lavado).
100pul de distintas diluciones de MCP-1 standard o sobrenadantes de cultivo se
plaquean por triplicado y se incuban 2 hs a 37°C. La placa se lava tres veces con
buffer de lavado y se agregan 100 pl de anticuerpo ante MCP-15D3F7 dil 1/300 en
buffer de lavado. Se incuba durante 1 h a 37°C y luego de tres o mas lavados se
adiciona una IgG conjugada a peroxidasa en dilucién 1:2000 (peroxidase-
conjugated sheep anti-rat IgG, Amersham Inc, Amersham, UK). Para el revelado se
utilizé el sustrato cromogénico ABTS (Kirkegaard & Perry, Gaithersburg, MD). Se

midié la absorbancia a 405 nm.
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11. SEPARACION DE LEUCOCITOS POR GRADIENTE DE
FICOLL-HYPAQUE

Los monocitos humanos utilizados para ensayos de quimiotaxis se obtuvieron de
la siguiente forma : por cada 100 ml de sangre, se agregaron 6 ml de dextran 10 % en
NaCl 0,15 M y se dejo en reposo. Este proceso produce la precipitacion de los gldbulos
rojos. Al cabo de una hora, se tomo6 el sobrenadante con pipeta Pasteur y se colocéd en
un tubo de 50 ml. Al precipitado de glébulos rojos se le agregd, en PBS 1X con Ca**-
Mg'*, el mismo volumen que se retir6 y mezclando suavemente por inversion, se
adiciono la mitad del dextran agregado anteriormente, se homogeneizé y dejo otra hora

para sedimentar.

Por otra parte se prepara una mezcla de 24 partes de Ficoll 9% + 10 partes de
Hypaque (Triyosom) 33,9% y se homogeiniza suavemente con pipeta. En varios tubos
se colocan 5 ml de dicha mezcla y, por encima y muy suavemente, permitiendo que se
formen una interfase nitida, se agregan 7 ml del sobrenadante antes apartado. Se
centrifuga a 1500 rpm durante 30 min.

En el fondo del tubo, se observan algunos glébulos rojos y leucocitos
polimorfonucleares. En la interfase, se observa una banda opalescente (monocitos y
linfocitos) que se aspira con pipeta Pasteur y se pasa a otro tubo. Al volumen de células
separadas se le agregan 5 veces mas de PBS 1X Ca'"-Mg"" y se centrifugan a 2500 rpm
por 10 min. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en medio MEM o

RPMI 10% FBS para su recuento en camara de Neubauer a 400X.

12. ENSAYOS DE QUIMIOTAXIS

Este ensayo permite evaluar y cuantificar la movilidad de células frente a diversos
estimulos. Para ello se requiere de un dispositivo llamado Camara de quimiotaxis, la
cual presenta pequefios pocillos en la parte inferior donde se carga la sustancia

quimioatractante (27,5 pl) como se ve en el esquema.
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AN AN

Entre el compartimiento inferior y superior, se ubica una membrana porosa, y una

vez ensamblada, se definen pocillos superiores donde se carga la suspension celular (40-
50pl).

Las membranas utilizadas dependen del tipo de célula a ensayar. En este trabajo
de Tesis se utilizaron membranas de 5 pm de poro para las migraciones de monocitos y
células dendriticas y de 8 pum pre-tratadas con gelatina 1% para la migracién de las
c€lulas de melanoma humano. El tiempo de migracion fue de 1,5 hs y 12 hs
respectivamente. Una vez finalizado dicho tiempo, se desmonté la camara y la
membrana, se fijaron en metanol, se colorearon con Giemsa y se montaron con balsamo

para la observacién microscopica. La cuantificacion se detallara en cada caso.

.
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13. ENSAY DE ADHESION AL ENDOTELI

Sy

Para evaluar si existia una capacidad diferencial de adhesion de las células

transfectadas de melanoma humano al endotelio, se utilizé como modelo de endotelio

A P

humano, cultivos de células endoteliales de cordén umbilical (HUVEC). Estas se

sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos previamente gelatinizadas (1%) a una

densidad del0.000 células/pocillo y se dejaron 48 hs. hasta que alcanzaran la
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confluencia. Para evaluar el efecto de distintos estimulos sobre la adhesion, las
HUVEC se incubaron durante 4 hs en presencia de LPS (10pg/ml) o hMCP-1
recombinante a la concentracion producida por el clon productor (0.1 ng). Transcurrido
ese tiempo, se remueve el medio, se hacen dos lavados con PBS y se adiciona medio
completo y se incuba durante 15-20 min, tiempo en que se obtienen las suspensiones de
células tumorales.

Las células tumorales, incubadas 24 hs antes con 1puCi/ml de 3I-I-timidina, se
levantan con EDTA 1X como se describiera previamente, se cuantifican y se lavan dos
veces con PBS para eliminar el EDTA. Una vez obtenidas las suspensiones, se
plaquean 50.000 células tumorales sobre las HUVEC y se dejan en contacto durante 30
min para que transcurra la adhesién. Luego se levanta el sobrenadante y se lava de 2-3
veces con PBS para eliminar las células tumorales no adheridas. Se agregan 200 pl de
NaOH 0,2 N para lisar las células adheridas al igual que a un tubo con 50.000 células
tritiadas para tener el dato de la cantidad de radioactividad asociada a las células inicales
sembradas y poder luego obtener el porcentaje de adhesion. Posteriormente, se procede
a precipitar el ADN para lo cual se adicionan: 200 pl ADN carrier + 0,7 ml de agua
destilada + 0,1 ml de PPiNa 0,IM + 1 ml de TCA 10%, dejando que la precipitacion
transcurra durante 10 min en hielo.

Luego se filtran los precipitados por filtros de fibra de vidrio GF/C, lavandolos
con diversas soluciones (15 ml de solucién de lavado (HC1 0,2M + PPiNa 0,03M); 8 ml
de HCI1 0,05M y 2 ml de etanol absoluto). Se dejan secar y se cuentan al contador de

centelleo en 2 ml de tolueno Omnifluor.

15. IODINACION DE GM-CSF

1 mg de lodogen (Pierce) se resuspendié en 10 ml de cloroformo y se prepararon
tubos de hemdlisis con este reactivo dejando evaporar hasta sequedad. Luego se
preservaron protegidos de la luz y humedad hasta su uso. Para la iodinacién, uno de
estos tubos se lavo previamente con PBS y luego se agregaron 50ug de rmGM-CSF,
40p1 de buffer fosfato SOmM pH 7.4 y 1-2 pl de '?’I (500uCi) y se incubé a temperatura
ambiente durante 10 min con agitacion ocasional. La reaccion se frené con el agregado

de 1M Nal a la mezcla de reaccidn.
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El '"®I-GM-CSF se separé del '*°I libre pasando el incubado por una columna Sephadex
G-25 medium (Pharmacia) pre-equilibrada con buffer PBS-0.1% BSA. El pico de '*I-
GM-CSF eluye con el V, de la columna (la determinacion del Vo se realizé haciendo
pasar 5ul de Dextran blue al 5%). Se asumi6 un rendimiento del 80% en la obtencién de
la citoquina luego del pasaje por la columna segtin Park y col.,1986.

La actividad especifica obtenida fue 23.7 nCi/pg y la concentracion de GM-CSF resulto
21.8 pg/ml.
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Las barras claras corresponden a las fracciones reservadas para hacer stock de '25.GM-CSF.

16. ADMINISTRACION DEL GM-CSF IODINADO

Se inyectd subcutaineamente en el muslo de ratones nude normales o
intratumoralmente en tumores obtenidos por la inyeccién de las lineas B16/F1 e IIB-
MEL-J.

A distintos tiempos se sacrificaron los animales y se extrajeron el sitio de
inyeccién o el tumor y en ambos casos se cuantificéd la radiactividad remanente en las
piezas de tejido con o sin procesamiento. Para el procesamiento, las piezas de tejido
extraidas fueron finamente disgregadas con bisturi. El tejido procesado se pasé a un
tubo eppendorf y se dej6 durante 1 hora a 4°C en contacto con buffer de extraccion [2%

Tritén X100, 10 pg/ml aprotinina, 5 pg/ml pepstatina, 5 pg/ml leupeptina, ImM PMSF,
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PBS 1X c.s.p.]. Luego las muestras se agitaron vigorosamente en un vértex por unos
minutos y se centrifugaron a baja velocidad para sedimentar los fragmentos grandes de
tejido. El sobrenadante se pasé a otro tubo eppendorf y para producir la precipitacion de
las proteinas se utilizd 10% TCA (acido tricloroacético), 12% PCA (acido perclérico) o
2 volimenes de acetona fria. Esta incubacién se realizé6 en hielo durante 30 min.
Posteriormente se centrifugd a 5000 rpm por 10 min. El pellet y sobrenadante se
pusieron en viales independientes para evaluar la radiactividad asociada al GM-CSF y la

marca correspondiente al '*°I libre respectivamente.



S —— ==




Capitulo 1

Como resultados previos del laboratorio en el marco de un proyecto en
colaboracidn para el estudio de la interrelacion entre citoquinas y elementos vasculares,
se generaron lineas de CE transformadas por el antigeno Middle T del Polyoma virus
[Garlanda y col., 1994] las cuales fueron utilizadas como inmundgeno para la obtencion
de los anticuerpos monoclonales (AcM) MEC 13.3 y MEC 7.46 [Vecchi y col., 1994].
Ambos anticuerpos reaccionan contra la molécula de adhesion CD31/PECAM; por lo
tanto se evalu6 su capacidad de reconocimiento de CE en diversos tejidos normales
[Vecchi y col., 1994]. Sin embargo, no se tenian datos sobre la capacidad de estos
anticuerpos de evidenciar la vasculatura en procesos neoplasicos. Los procesos
neoplasicos pueden afectar directamente los componentes celulares de las paredes de los
vasos y en consecuencia el fenotipo de las CE. Debido a la gran heterogeneidad
morfolégica y funcional de las CE, son necesarios nuevos modelos experimentales para
el estudio de estas células en distintos tejidos.

Por lo tanto se planted:

1. evaluar la utilidad del AcM MEC 13.3 para el reconocimiento de la
microvasculatura de tumores,

2. analizar si existia correlacion entre angiogénesis y comportamiento bioldgico del
tumor,

3. utilizar el AcM MEC 13.3 como herramienta para el aislamiento de CE de

tumores murinos y tejidos normales mediante un método inmunomagnético.

(I.1) ELAcM MEC 13.3 RECONOCE EL ENDOTELIO VASCULAR TUMORAL

El AcM MEC 13.3 fue utilizado para visualizar vasos sanguineos por
inmunohistoquimica en secciones criostaticas de tumores mamarios murinos. El patrén
de reactividad fue semejante en los tejidos neoplasicos y normales, donde la
inmunomarcacién permitié la clara deteccion de capilares, venas y arterias, sin presentar
reactividad inespecifica en otros tipos celulares (Fig. 1A). Las CE de estas estructuras

vasculares se colorearon intensamente mostrando reforzamiento de marcacion en
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membranas tanto por inmunofluorescencia (Fig. 1B) como por inmunoperoxidasa (Fig.
1C), coherente con la expresion de esta molécula de adhesion en la superficie celular.
Las Figuras 1D y 1E muestran el area subcapsular de un tumor donde se

advierte la ventaja de este anticuerpo para evidenciar la vasculatura tumoral respecto de

los tejidos contrastados con hematoxilina.
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(I. 2) ESTUDIO DE LA ANGIOGENESIS EN TUMORES MAMARIOS MURINOS

——

La clara visualizacién de los vasos sanguineos por la inmunomarcacién con el AcM

S e

MEC 13.3 permitié realizar una valoracion cuantitativa de la angiogénesis en

¥ S——

S

adenocarcinomas mamarios de raton. Uno de los métodos mas comunmente utilizados

para la estimacion consiste en localizar las areas intratumorales de mayor densidad ;!’
vascular o “hot spots”. Asi, se evalué la neovascularizacién en relaciéon con diversas
caracteristicas de los adenocarcinomas utilizados: ‘
e Tipo histolégico del tumor , I3
e Tasa de crecimiento in vivo,

e (Capacidad metastasica. |

(I. 2. a) Tipo histolégico del tumor

Se tomaron ocho tipos distintos de adenocarcinomas mamarios los cuales se

categorizaron segun los histotipos lobulillar y ductal. Secciones criostaticas se
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procesaron por inmunohistoquimica para la deteccién de CD31. La cuantificacion de la
vascularizacion en los hot-spots no mostré diferencias a nivel de angiogénesis para estos

dos tipos de tumores (Figura 2).
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ductales lobulillares

(I. 2 . b) Tasa de crecimiento in vivo

En primera instancia se determino la cinética del crecimiento tumoral, a partir de lo cual
se seleccionaron dos tipos de tumores, aquéllos que llamamos de crecimiento lento (CL)
y los de crecimiento rapido (CR) (Figura 3). Para los estadios tempranos del desarrollo
tumoral, presentan un aumento del desarrollo microvascular a medida que el tumor
progresa (Figura 4). Luego de los 40 dias aproximadamente, el tumor CR describe un
aumento, que resulta particularmente marcado para la linea que produce metastasis,
CRM.

La cinética lineal de desarrollo del tumor CL sugiere que este tumor tendria
caracteristicas de tumor benigno. Como se observa en la Figura 4, luego de los 40 dias
de transplantado, la angiogénesis tumoral tiende a estabilizarse. Probablemente
entonces, tal estabilizacion sea la responsable la ausencia de un crecimiento exponencial

en este tumor.
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(I. 2. ¢) Capacidad Metastasica

De dos lineas de adenocarcinoma de crecimiento rapido en ratones, una de ellas produce
metéstasis pulmonares en forma espontanea (CRM) mientras que la otra es incapaz de
producirlas (CR). El analisis de la neovascularizacion muestra que CRM presenta una
densidad microvascular mas importante que la linea con potencial metastasico casi nulo

(Figura 4).

(I. 2. d.) Identificacion de células aisladas inmunoreactivas para CD31

Ademas de la clara presencia de vasos, la inmunomarcacién reveld la presencia de
pequefios clusters celulares o células aisladas inmunoreactivas para MEC 13.3. Estas
células CD3 1+ son mas abundantes cuando el tamaifio tumoral es pequeiio y la densidad
vascular es baja (Figura 5 y 6). Su nimero disminuye a medida que la
neovascularizacién progresa. La tendencia a desaparecer casi por completo sélo se

observo en la linea tumoral metastasica (CRM).
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(1. 3) AISLAMIENTO DE CELULAS ENDOTELIALES

A partir de tejidos tumorales

En Materiales y Métodos se detalla la metodologia empleada de separacién

lulas utilizando Dynabeads™. Estas microesferas permiten

inmunomagnética de cé

acoplarle el AcM MEC 13.3 (al estar provistas de una inmunoglobulina anti-rata), que

es el que dirige la especificidad de seleccion.
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Los aislamientos se realizaron a partir de tejidos normales de ratones jovenes y a
partir de los adenocarcinomas mamarios murinos analizados anteriormente y de tumores
humanos xenotrasplantados en ratones nude. Las piezas tumorales se extirparon cuando
los tumores estaban en su etapa exponencial de angiogénesis -seguin los datos obtenidos
por inmunohistoquimica- y cuando ain no presentaban demasiada necrosis por su
tamaiio. Los porcentajes de CE obtenidos luego del aislamiento son muy variables pero

en general oscilan entre 1-10% (Figura 7).

En la mayoria de los casos, luego de transcurrida la primera semana en cultivo, se
observan pequeiios islotes de pocas células con tipica morfologia ‘cobblestone’ que
pueden sufrir mas divisiones en el transcurso de la segunda y tercera semana post-
aislamiento. Este patron se repite para los aislamientos realizados a partir de las dos
lineas tumorales de crecimiento rapido metastasica y no metastasica. Sin embargo, no
fue posible obtener islotes de CE de la linea tumoral de crecimiento lento. Este menor
rendimiento puede estar relacionado a la menor presencia de vasos que dificulta la

obtencion de un nimero aceptable de células para el crecimiento en cultivo. .

Los cultivos primarios de CE derivadas de tumores tienen una tasa de proliferacion muy
baja (Tabla I), y envejecen mas rapidamente que las CE provenientes de tejidos
normales, donde si fue posible realizar subcultivos. Para poder sostener y estimular la
proliferacidn de estas CE, se suplementaron los cultivos con medio condicionado de las
propias cé€lulas tumorales a partir de las cuales se habian realizado los aislamientos. Esto
contribuyé sélo inicialmente al aumento del nimero de células en los islotes pero no
fue suficiente para sostener la tasa de division del cultivo luego de transcurridas varias
semanas. El agregado de ECGS fresco solo o en conjunto con medio condicionado de
sarcoma S180 dos a tres veces por semana mejoré y prolongé la longevidad de los
islotes de CE pero no resultd ser suficiente para hacer que las mismas proliferen
activamente en forma sostenida por mucho tiempo. Mas aun, se llegaron a congelar los
primeros subcultivos, pero las células no lograron recuperar la capacidad de division

previa, sin que sea esto un problema de tipo
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Con el tiempo, aparecian células heterogéneas en su forma, especialmente células

gigantes y algo vacuoladas que podrian evidenciar -junto con la baja velocidad de

replicacion- la carencia de factores de crecimiento “especificos” presentes en el

microambiente tumoral contribuyendo al rapido envejecimiento y muerte de las CE en

cultivo.

En otros casos, el mayor inconveniente fue el sobrecrecimiento de las escasas células

tumorales remanentes post aislamiento (Tabla I).

TUMOR LINEA Cepa de Obtencién de Inconvenientes
ratén clusters de CE

Sobrecrecimiento de
Adenocarcinoma IIB-BR-G nude No células tumorales (CT)
mamario humano

Baja tasa replicativa
Melanoma [IB-MEL-J nude Si Sobrecrecimiento de
humano CT
Adenocarcinoma No habia sido
mamario murino | establecida como linea Baja cantidad de CE
de CL de cultivo, mantenida BALB/c No aisladas

por pasajes in vivo

Baja capacidad
Adenocarcinoma Idem anterior BALB/c Si/ replicativa.
murino de CR subcultivo

ocasional Senescencia
Adenocarcinoma Baja capacidad
mamario murino Idem anterior BALB/c Si/ replicativa.
de CRM subcultivo
ocasional | Senescencia

Carcinoma de 3LLC C57BI Si Baja capacidad
Bulmén reElicativa
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 FIGURA 7: Imégenes donde se aprecian las suspensiones celulares en |
condiciones pre (A) y post aislamiento (B). En esta tltima se observan
células obtenidas por seleccién positiva unidas a una o mas esferas
magnéticas (flechas) (200X).

e A partir de tejidos normales

Como se mencioné mas arriba, cada aislamiento de CE a partir de tejido tumoral, se
realizé en forma simultinea con un aislamiento a partir de tejidos normales como
control de la recuperacidn y posteriores condiciones de cultivo.

La vasculatura del tejido renal de ratones BALB/c jovenes resultaba claramente
reconocible por el AcM MEC 13.3 por lo que normalmente se utilizé este tejido.

El comportamiento de estas CE en cultivo en sus etapas iniciales resultd semejante a las
derivadas de tejido tumoral. Los islotes de CE proliferaron lentamente, y se utilizaron
heparina, ECGS y sobrenadante condicionado de S180 como suplementos. Una vez que
adquirieron capacidad proliferativa, fue posible realizar subcultivos y proceder a
almacenar células congeladas. Este proceso no afectd la viabilidad, como tampoco

impidio6 retomar los cultivos a partir de las células congeladas.
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En el caso de la Figura 8, se muestran CE derivadas de riiidén correspondientes al

quinto pasaje. Las mismas son CD31+ segiin inmunocitoquimica con el anticuerpo

monoclonal MEC 13.3 empleado para la seleccidn positiva.

(I.4) CARACTERIZACION DE LAS CELULAS ENDOTELIALES DERIVADAS
DE TEJIDO NORMAL

Cuando estas CE adquirieron suficiente capacidad replicativa se procedié a clonarlas ya
que presentaban cierto grado de heterogeneidad en su morfologia que hacia pensar que

algunas pudieran ser células contaminantes, principalmente pericitos o fibroblastos. El

clonado se realizé por dilucion limite y se establecieron sublineas o clones REC (renal
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endothelial cells) que podian presentar la morfologia tipica de empedrado (o
cobblestone) o una distribuciéon mas fusiforme y compacta al estado de confluencia
(Fig. 8).

En los clones obtenidos se determind el nivel de expresion de CD31/PECAM, que es

una de las principales moléculas marcadoras de expresion constitutiva en la superficie
de las CE (Fig 9). Las células del clon A4 resultaron mas positivas que cualquier otro
clon testeado y con niveles incluso superiores a los expresados por la linea
microvascular 1G11. Las células del clon A3 presentaron una muy leve expresion y el

resto de los clones fueron negativos.

Absorbancia 595 nm

PBS ||
\%
1611 | |
RECA4
RECA3 |
RECC2
RECB3

Como controles de la presencia de esta molécula de adhesion se utilizaron otras lineas :
endoteliales disponibles en nuestro laboratorio. La linea H5V se utiliz6 como control de
altos niveles de expresion de CD31. Sin embargo, el fenotipo que estas células

presentan dista del normal ya que han sido manipuladas y se comportan dando

hemangiomas en ratones inmunosuprimidos. En cambio la linea 1G11 es de origen
microvascular, proveniente de pulmén y no presenta un comportamiento transformado.
Por lo tanto, ésta tltima constituye un mejor referente de los niveles esperables de

expresion de CD31 en los clones obtenidos.
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Luego, se determind la presencia de otras moléculas de adhesion caracteristicas de
endotelio. Se observé un variado rango de positividad tanto para la expresion de
VCAM-1 como de ICAM-1 (Figura 10 A y B). Las células A4 y 1G11 en reposo (sin
estimulacion con LPS) presentaron niveles comparables y altos de VCAM. Solo A4 y
C2 aumentaron significativamente la expresion post activacion. Estos dos clones
resultaron fuertemente positivos para la presencia de ICAM, pero sélo C2 respondid

aumentando la expresion frente al estimulo de LPS.

08 + A
07 + *
06 +
05 +
04 -
03 -
02 -
0,1 4

0D 405 nm

PBS H5V 1G11 A4 A3 A2 Cc2 B3

PBS H5V  1G11 A4 A3 A2 Cc2 B3

La expresion del factor de von Willebrand -otra caracteristica muy tipica de las CE- se

evidencié como un delicado puntillado intracitoplasmatico en A4 (Figura 11 A). El
clon A3 present6 una débil fluorescencia mientras que C2 y B3 fueron completamente

negativos.
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FIGURA 11: R : |
(A) Deteccién del factor de von Willebrand en el citoplasma de células REC-A4 y (B) |
Incorporacién de particulas de LDL acetilado en células REC-A4 y (C) macréfagos |
 peritoneales luego de 4 hs en cultivo en presencia de LDL acetilado. Aumento original i

Por lo tanto, teniendo en consideracion los datos hasta aqui presentados, las células del
clon A4 presentaron el fenotipo endotelial mas conservado dado que resultaron
positivas para los principales y mas clasicos criterios de identificacion de endotelio.

Sin embargo, se continud con una caracterizaciéon mas profunda. Especificamente, se
ensayé la capacidad de captacion de particulas de LDL- acetilado acopladas a un
fluorocromo (Fig. 11 C y D; Tabla II). Esta sublinea clonal mostr6é una intensa avidez
para capturar el LDL, casi comparable a la de los macréfagos utilizados como control

positivo.
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REC-A4 presentaron muy baja positividad para VE-caderina y la expresion inducible de
ELAM es menor que el control de las células 1G11 (Tabla II). En cuanto al analisis de
los filamentos del citoesqueleto, la negatividad para o-actina de musculo liso y
citoqueratina (Tabla II) contribuyé a confirmar su origen endotelial. También se
analizé la expresion de otras moléculas de adhesion ELAM y VE-caderina, tanto en

estado de reposo como bajo induccién con LPS.

MARCADORES REC-A4 1G11 Adenocarcinoma
Expresion del factor de von Willebrand + ND ND
Captacion de LDL acetilado + + ND

Presencia de o-actina de musculo liso - - -

Presencia de vimentina + + +
Presencia de citoqueratina - - +
Expresion de VE-caderina +/- ++ ND
Expresion de ELAM + e+ ND
Induccioén de ELAM por accién de LPS ++ ++++ ND

Si bien se detect6 la expresiéon de vVWF, por analisis con microscopia electronica no fue

posible detectar la existencia de cuerpos de Weibel-Pallade (compartimento subcelular
donde vWF se almacena). Continuando con el analisis ultraestructural, presentan una
caracteristica morfologia endotelial con pocas mitocondrias perinucleares, REG y REL
hiperactivos y gran trafico vesicular pinocitico. Se observaron regiones discretas de
contacto célula-célula en lugar de extensos superficies de contacto como los que se
observan entre CE de capilares continuos. Estas uniones presentaron gran proximidad

entre las membranas (distancia menor a 30 nm) (Figura 12).
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Dada la heterogeneidad que caracteriza a las CE y como un modo de evaluar
mas especificamente un rasgo del endotelio renal, se realizaron ensayos de sensibilidad
a la Shigatoxina. Las CE, segin su origen, son particularmente dafiadas por la toxina
que producen Shigella dysenteria tipo 1 (Shiga toxina, Stx) y algunos tipos de E. coli
(Shiga-like toxins) [Arbus, 1997]. Existen referencias [Louise y col., 1997] en cuanto a
que el dafo sufrido durante el progreso del Sindrome Urémico-Hemolitico se deberia a
la sensibilidad de las CE glomerulares a la Stx-1 y que este cuadro podria empeorar en
presencia de endotoxinas circulantes. A raiz de ello, se determin6é el grado de
sensibilidad de REC-A4 a Stx-1 en ausencia y presencia de LPS en comparacién con
otra linea endotelial de pulmén (1G11). El estado de la toxina se constatd con el control

de células Vero, que presentan la maxima sensibilidad para Stx.
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Se determin6 que REC-A4 fue insensible a la toxina, atn luego de la preincubacion con

LPS (1,5 pg/ml durante 10 hs). Sin embargo, la coincubaciéon de las monocapas de

REC-A4 durante 12 hs con LPS y Stx-1 en forma conjunta produjeron un efecto

citotoxico mayor para las concentraciones mas altas de toxina ensayadas. Las células

1G11, en cambio, presentaron un comportamiento diferente, mostrandose mas sensibles

a la toxina que a la presencia conjunta de LPS y Stx-1 (Figura 13).
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DISCUSION

Virtualmente todos los tumores se encuentran vascularizados cuando son
detectados. Sin embargo existe una etapa prevascular cuando el tumor se inicia
constando de un limitado nimero de células que pueden proliferar escasamente,
quedando el tumor restringido a unos pocos mm?®. Cuando un nimero suficiente de ellas
se tornan “angiogénicas’, comenzaran a secretar factores que inducen el desarrollo de la
trama vascular y el crecimiento se torna dependiente de la angiogénesis que lo

acompaiie [Hanahan y Folkman, 1996].

La angiogénesis en tumores mamarios ha sido intensamente estudiada en los
ultimos afios. Uno de los primeros trabajos en evaluar la densidad de vasos por
inmunohistoquimica y relacionarlo con el destino del tumor fue Weidner y
colaboradores [Weidner, 1991; Weidner, 1992], usando un anticuerpo anti-vWf (factor
VIII) en biopsias de tumores humanos. Desde este trabajo original fueron necesarios
muchos otros para validar y confirmar que una alta angiogénesis esta relacionada a un
mal prondstico. Mas aun, se probaron una variedad de anticuerpos reactivos dirigidos
contra otras moléculas para el reconocimiento de las células endoteliales (CD31, CD34,
lectina Ulex europaeus tipo I) con los cuales se constaté que tal relacién podia ser
evaluada usando distintos marcadores para CE.

En este trabajo de Tesis realizamos, en tumores mamarios murinos, una
cuantificacion de los microvasos en las areas de mas activa neovascularizacion (hot-
spots) evidenciando su presencia con el anticuerpo anti CD31 (MECI13.3). Asi,
encontramos que la tasa de crecimiento y la capacidad de producir metastasis estan
relacionadas a un mayor desarrollo angiogénico. La base del analisis en relacién con las
metastasis radica en que las areas de mas activa angiogénesis son probablemente las
regiones mas sensibles para la salida de las células tumorales a la circulacion sistémica.

En el momento en que nuestro trabajo fue realizado [Vanzulli, 1997] represent6
una evidencia desde el modelo murino del valor prondstico del estudio de la
vascularizacién. Ademas, se demostrd la utilidad del anticuerpo monoclonal MEC 13.3

para la evaluacidn histolégica de la angiogénesis, referencia que es citada actualmente
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en la hoja de datos del producto en el catdlogo de Pharmingen, empresa que al presente,
posee la comercializacion de este AcM.

En este modelo mamario murino se pudo reproducir la situacién observada para
tumores humanos. Asi, la respuesta ante la aplicacion de cualquier terapia experimental
que se desee ensayar sobre estos tumores mamarios podria ser monitoreada, entre otros
aspectos, desde su impacto sobre la angiogénesis como una forma de evaluar el efecto
sobre la progresion hacia la enfermedad metastasica y la efectividad de la terapia
aplicada en controlar el crecimiento de metastasis distantes.

Ciertas innovaciones en el modo de cuantificacion, por ejemplo la definicion del
parametro ‘“grado vascular” (cuantificacién de los microvasos < 20 micrones de
diametro) no guarda correlacién con el desarrollo de metastasis, mientras que en las
mismas biopsias de carcinoma mamario, la densidad de vasos intratumorales
correlacioné perfectamente con el potencial metastasico como ya es conocido [Djonov y

col., 2002].

En este mismo contexto, y analizando una muestra de tumores lobulillares y
ductales, encontramos que el tipo histolégico no parece estar relacionado con la
vascularizacién. En una publicacién posterior a la realizacién de nuestro trabajo [Lee,
1998] tampoco se encuentran claras diferencias entre estos histotipos en términos de
angiogénesis, determinada utilizando un anticuerpo contra factor de von Willebrand. En
este sentido los datos existentes, derivados del analisis de biopsias de tumores humanos,
no son muy concluyentes ya que, a diferencia de lo observado para la prediccién del
comportamiento metastasico, existen evidencias controversiales y aparentemente
dependientes del anticuerpo utilizado para evidenciar la vascularizacién. Por ejemplo,
Nakopoulou y colaboradores [1999] han informado que la inmunoreactividad para el
factor VIII permite evidenciar que los carcinomas infiltrantes lobulares estarian
frecuentemente relacionados a una mayor densidad de microvasos factor VIII+ que los
ductales invasivos. Sin embargo, tal relaciéon se pierde cuando sobre las mismas
muestras realizan la inmunomarcacién para CD31.

Mas recientemente, Coradini [2002] sostiene la hipdtesis que los carcinomas
ductales y lobulares son dos entidades fenotipicas no relacionadas. Como tales,

presentan caracteristicas diferenciales en cuanto a los niveles de receptores a estrogenos,
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proliferacion y presencia de p53. Asimismo, se diferenciarian en la vascularizacion ya
que estos autores encuentran que los tumores lobulares estan asociados a un bajo
contenido de VEGF en comparacion con la angiogénesis de los tumores ductales.

La neovascularizacion es un proceso por el cual los nuevos vasos se originan a
partir de otros preexistentes. Este proceso seria el responsable de la formacion de
cualquier estructura vascular en la vida postnatal en respuesta a procesos tanto
fisiologicos como patologicos, como por ejemplo durante la formacién de un tumor.
Varios estudios sugieren, en cambio, la existencia de precursores circulantes de células
endoteliales que surgen de sitios ajenos al lugar donde acontece la neovascularizacion
[Kennedy, 1971; Asahara,1997; Shi, 1998]. Por lo tanto sugieren que la vasculogénesis
puede contribuir a la formacion de la vasculatura en el adulto. Muy recientemente, se
han publicado las primeras evidencias de vasculogénesis en tumores [Lyden, 2001,
Bolontrade, 2002]. De ser cierto para otros tumores, las células inmunoreactivas para
CD31 encontradas en nuestro trabajo durante la etapa temprana del desarrollo de los
tumores podrian tratarse de células precursoras, del estilo de los descriptos durante la
génesis vascular en embriones [Risau, 1988]. Por otro lado, existen evidencias que se
pueden obtener células de fenotipo endotelial a partir de monocitos CD14 positivos en
presencia de factores de crecimiento angiogénicos [Fernandez Pujol, 2000]. Dado que
en las etapas iniciales del crecimiento tumoral, las propias células tumorales son
responsables de la produccién de factores angiogénicos, no podemos descartar que las
células evidenciadas como CD31+ en nuestras muestras tengan alguna relacidén con

alguno de estos dos origenes.

Aislamiento de CE a partir de tumores (TEC)

Se implementé una metodologia con esferas inmunomagnéticas guiadas por la
especificidad de reconocimiento del anticuerpo monoclonal MEC 13.3. Se lograron
obtener CE de tejidos normales y tumores. Dos fueron los principales inconvenientes en
el mantenimiento de las TEC. Por un lado, se utilizaron tumores generados por la
inyeccion subcutanea de lineas celulares tumorales en cultivo. Cuando se utilizaron los
tumores generados con estas lineas como fuente de tejido para el aislamiento de TEC,

las escasas células tumorales remanentes luego del aislamiento, no encontraron
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impedimento en retomar su crecimiento in vitro, invadiendo los cultivos en detrimento
de la proliferacion y mantenimiento de los islotes de TEC.

En cambio, cuando se eligieron los tumores mamarios murinos cuyas células
nunca habian sido inmortalizadas en cultivo, las TEC derivadas a partir de ellos,
proliferaron en forma de pequeiios clusters con morfologia tipicamente cobblestone. Sin
embargo, luego de uno o dos subcultivos, su capacidad replicativa disminuia
considerablemente para luego tormarse senescentes y morir. Este comportamiento fue
independiente del tejido tumoral de partida, ya que se observo para los aislamientos a
partir de tumores mamarios metastasico y no metastasico, carcinoma de pulmoén y

melanoma.

ste clasico comportamiento observado luego de muchos intentos nos permitid
reconocer la necesidad de medios mas completos y ricos para aspirar a su
mantenimiento en cultivo. Con este fin, se suplementaron los cultivos con ECGS y
medios condicionados de distintas lineas tumorales, ya que algunos autores han
reportado que los vasos de la microvasculatura tumoral -a diferencia de los vasos de
tejidos normales- son muy dependientes de VEGF y que su adicidn al cultivo mejora las
condiciones de crecimiento [Alessandn G y col., 1998]. Particularmente, los medios
condicionados de la linea tumoral S180 (sarcoma) serian fuente de VEGF [Rosenthal,
1990] y otros factores de crecimiento. Sin embargo, en nuestra experiencia, no fue
suficiente para suplementar los cultivos primarios de TEC.

Durante el transcurso de una pasantia realizada al Laboratorio de
Inmunofarmacologia del Instituto Mario Negri, Milan, Italia, trabajé con un cultivo
“long-term” recientemente establecido de CE dernivadas de un rabdomiosarcoma. Estas
TEC fueron positivas para CD31, VCAM-1, JAM, VE-caderina y un antigeno de alto
peso molecular relacionado casi exclusivamente a las TEC y reconocido por el AcM
MEC 102. Estas células no lograron mantenerse mas alla del pasaje 20, ya que
comienzan a sufrir grandes cambios morfologicos. Esto es otra evidencia de la gran
dependencia que se establece con el microambiente tumoral [Sweeney, 2003]. No
obstante, se realizo una caracterizacion funcional en pos de evaluar diferencias en la
adhesion y transmigracion respecto de lineas de CE derivadas de tejido normal. Para
ello, los macréfagos marcados con >'Cr se dejaron en contacto con monocapas de TEC

o de CE nommales por tiempos variables. Si bien no se observaron diferencias
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significativas en cuanto a la adhesion a las TEC, la transmigracion fue mucho mayor,

indicando una mayor permeabilidad de las monocapas de TEC.

Aislamiento de CE a partir de tejidos normales

El lograr establecer una linea de CE derivada de tejido renal indica que los
problemas planteados anteriormente no fueron de indole metodolégica. La poblacién de
células proveniente de los cultivos primarios contenia células de fenotipo mixto por lo
que fueron clonadas por dilucién limite. Por la caracterizacion efectuada, se selecciono
el clon denominado REC-A4 que cumple con el fenotipo endotelial: CD3 1+, expresién
basal e inducible de VCAM-1+, expresion basal alta de ICAM-1+ y expresion baja pero
inducible de ELAM en cuanto al patréon de moléculas de adhesion. Ademas presento el
fenotipo ultraestructural de CE y presenta cierta sensibilidad a Stx-1, toxicidad que se

logra aumentar con la co-incubacidn de la toxina y LPS.

El clasico criterio de identificacion de CE humanas incluye apariencia de
empedrado o cobblestone en cultivo, sintesis de factor de von Willebrand y presencia de
cuerpos de Weibel-Palade citoplasmaticos donde el factor de vW se almacena. Sin
embargo, existen datos respecto a que esta estructura subcelular no es un criterio
ultraestructural confiable de determinaciéon de CE murinas [Murray, 1987].

Las CE obtenidas en este trabajo son vWF positivas pero Weibel Pallade
negativas, un perfil que indicaria ademas que provienen del lecho microvascular
[Craig,.1998]. La presencia de vimentina es una caracteristica importante de células de
origen mesenquimal, tales como fibroblastos, células linfoides, células de tejido
muscular liso y CE, pero también fue encontrado en células epiteliales provenientes de
rién humano [Holthofer, 1984]. De modo que para confirmar con mayor certeza el
origen endotelial de la linea REC-A4, se determind, no sélo la presencia de vimentina,
sino también que las células son negativas para citoqueratina y para o-actina de
musculo liso, excluyendo la posibilidad de ser células epiteliales renales o pericitos.
Ademas son capaces de captar particulas de LDL acetilado con avidez, presentan
expresion constitutiva de PECAM/CD31, VCAM-1 e ICAM-1. La inducibilidad de
VCAM-1 en respuesta a estimulacidon corta con LPS (4h) es un caracteristica bien

establecida para el fenotipo endotelial [Pober,1986; Manconi, 2000].
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Con excepcion de la expresion de ICAM-1, estas células presentan el perfil de
moléculas de adhesiéon descripto para las CE glomerulares humanas, lo que sugiere que
éste podria ser particularmente su origen [Murakamis, 2001].

Otro de los clones obtenidos, REC-A3, presentd la mayoria de las caracteristicas
marcadoras de CE, sin embargo los estudios se basaron en A4 debido a la baja
capacidad replicativa en los cultivos del clon A3.

Para el caso de los clones A2 y B3, la ausencia de expresién de CD31 desde un inicio, a
pesar de presentar morfologia cobblestone, fue un criterio inicial para descartarlos como
posibles candidatos endoteliales, y a raiz de ello, no se continué con su caracterizacion.
Ultraestructuralmente, la ausencia de fenestras, una estructura esperable para CE
derivadas de tejido renal, puede deberse a las condiciones de cultivo in vitro, ya que se
ha descripto previamente la ausencia de esta estructura en células en cultivo [Folkman].
Sin embargo, existen autores que indican que podria evocarse su formacidn
proveyéndoles los compuestos apropiados de matriz extracelular [Milici, 1985].
Justamente esta, mas que una caracteristica funcional, es una caracteristica
arquitecténica de la célula altamente dependiente de su interaccion con el
microambiente y quizas con otras células del tejido. También lo son muchos procesos
fisiolégicos y patolégicos que suceden a nivel del lecho vascular [Mantovani, 1997;
Boegehold, 1998; Thorin and Shreeve 1998; Lidington, 1999; Shappell, 2000; Naruse;
2000].

La falla renal aguda en el Sindrome urémico hemolitico (donde la Shigatoxina es
el principal agente detonante del proceso) puede analizarse desde los cambios
funcionales que suceden a nivel de las CE renales y en su relacién con otros
componentes que participan de este proceso. Como un primer intento de caracterizar la
sensibilidad de esta linea de CE que hemos establecido frente a la Stx-1, se evalué el
efecto citotoxico de Stx-1 en comparacion con otra linea de endotelio. Asi, se encontré
que REC-A4 es casi insensible al efecto de Stx-1 pero la linea se toma sensible cuando
en el medio de incubacién se encuentran conjuntamente Stx-1+LPS o Stx-1+TNF-a.
Este comportamiento fue observado para CE humanas [Obrig, 1988; van Setten et al.
1997; Ramegowda et al. 1999] y dada la ausencia de lineas de endotelio renal murino,

es un punto a favor de su utilidad como modelo in vitro para evaluar los efectos de esta
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toxina. En contraposicion, la linea de endotelio microvascular pulmonar no respondié a
la presencia de Stx-1 y LPS. Esta diferencia pone de manifiesto otro rasgo de las CE
que es su heterogeneidad funcional y particularmente, en lo que respecta al Sindrome
urémico hemolitico, contribuye a comprender por qué el dafio endotelial cursa
predominantemente pero no exclusivamente a nivel del endotelio renal. Esta diferencia
en la sensibilidad estaria relacionada a la cantidad de Gb3, receptor al que se une la
toxina [Obrig,1993; Ohmi, 1998]. Por lo tanto, como hemos observado sobre REC-A4
y otros autores en lineas de CE humanas [Williams, 1999; Hughes, 2002], la presencia
de endotoxinas circulantes y citoquinas proinflamatorias, activarian las células
llevandolas a un estado de mayor susceptibilidad al dafio celular, atnbuible a un
aumento de Gb3 [Ramegowda, 1999] que no hemos demostrado aun en nuestro modelo.
Pero consistentes con el hecho de que el entomo y la interaccion con otras células son
cruciales, se deberian evaluar sobre REC-A4 la contribucién al dafio endotelial de otros
factores, ya que se ha visto que la Stx-1 aumenta la expresion de moléculas de adhesién
en superficie [Morigi et al. 1995], favoreciendo la adhesién de PMN activados y otros
leucocitos, amplificando el dafio y la inflamacién [te Loo et al. 2000; Fernandez et al.
2000, Zoja et al. 2002]. Esta linea de CE es la pnmera descripta hasta el presente
derivada de endotelio renal murino y la importancia de su establecimiento radica en que
contribuye a poder ensayar in vitro nuevas condiciones para elucidar como sucede el
dafio al endotelio a nivel microvascular, independizandose de la vanabilidad funcional

que a veces se presenta con los aislamientos de CE de cordén umbilical.
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CAPITULO II

Las quemoquinas estan involucradas en una variedad de procesos, desde la

inflamacién hasta las neoplasias. Existen numerosas evidencias experimentales que
indican que los mecanismos que utilizan las células tumorales para invadir y
posteriormente extravasar de los vasos -determinando asi la posibilidad de metastasis-
son similares a los normalmente utilizados por los glébulos blancos [Springer, 1994].
Si bien el melanoma primario humano esta frecuentemente asociado a una reaccion
linfoide e infiltracion de monocitos/macréfagos [Broker y col., 1988], esta capacidad se
pierde en las metastasis. La presencia de macréfagos infiltrantes activados por la CC
quemoquina MCP-1 puede contribuir a la supresion del crecimiento tumoral en modelos
animales [Rollins, 1991, Botazzi, 1992]. Ratones nude portadores de xenotransplantes
tumorales tratados con anticuerpos monoclonales anti-MCP-1 o anti-macréfagos
promueve el desarrollo de los tumores [Zhang, 1997]. Como contrapartida, la
producciéon de MCPs por algunos tipos tumorales puede tener como resultado acrecentar
la invasion y la metastasis [Neumark, 1999].

En cuanto a su relacion con la angiogénesis, existen datos que la produccién de
MCP-1 por parte de células tumorales podria tener un efecto potenciador en el
crecimiento tumoral y las metastasis, via un aumento de la angiogénesis que a su vez
permite un aumento del influjo de TAM angiogénicos [Folkman, 1995, Nesbit, 2001].
En este ultimo trabajo, se propone que el efecto biolégico de MCP-1 sobre tumores
estaria relacionado a la cantidad de quemoquina producida en el microambiente tumoral,
siendo las altas concentraciones las que inducen remisidon tumoral pero concentraciones
medias a bajas inducirian menor infiltracién promoviendo el crecimiento tumoral
[Nesbit, 2001].

En este marco, los objetivos propuestos fueron:

1) Analizar en biopsias quirtirgicas de melanomas metastasicos humanos el nivel de
expresion de MCP-1 y si existe correlacion con la angiogénesis.
2) Analizar el nivel de infiltraciéon “espontanea’ de células inflamatorias en el tumor

3) Desarrollar un modelo tumoral que permita avanzar en estudios sobre el rol de

MCP-1 en aquellos aspectos donde el estudio con biopsias se torna limitado.
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(I1.1) MCP-1 EN MELANOMA HUMANO. RELACION CON LA
ANGIOGENESIS

El propdsito, en este caso, consistio en analizar la expresion de MCP-1 en melanoma
humano y si existe relacion con los indices de vascularizacion. Para ello se tomaron 41
biopsias de melanoma metastasico humano. La valoracién de la produccién de MCP-1
se efectud por inmunohistoquimica con un AcM especifico y se restringid el analisis de
la positividad soélo al citoplasma de la célula tumoral sin considerar el area nuclear al
momento de cuantificar la intensidad de expresion con el analizador de imagenes (ver
Materiales y Métodos).

Como se ilustra en las Figuras 14 A y B, se detectaron distintos niveles de expresion,
vislumbrados como distintas intensidades del cromdgeno. Estas diferencias no se deben
a un sesgo experimental, ya que todas las muestras fueron coloreadas en simultaneo y
con el mismo tiempo de revelado. Asimismo, cabe sefialar que no existe una
contribucién de la melanina a la intensidad de la marcacién, dado que las muestras
corresponden a melanomas amelanoéticos.

En todas las muestras analizadas el tejido tumoral resultd positivo en la inmuno-
marcacién para MCP-1. En forma minoritaria, en el tejido nommal circundante se
observaron algunos otros tipos celulares que expresaban esta quemoquina, dentro de los
cuales se encontraron algunas células endoteliales y macrofagos, conocidos también

como productores de MCP-1.
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A pesar de que el 100% de los melanomas expresaban MCP-1, no todas las células
tumorales del tejido resultaron positivas. Segun la proporcidon encontrada se establecid
el siguiente ranking de positividad: 25% corresponde a tumores que presentaron entre

1-25% de células reactivas; 50% (entre 26-50%); 75% (entre 51-75%) y 100%
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corresponde al grupo de tumores que mostraron entre 76-100% de células MCP-1
positivas. La intensidad se definié como leve, moderada o marcada. Como se observa en
la Figura 15, el 85% (35/41) de las biopsias presentaron mas de la mitad de sus células
positivas. Sélo aquellos tumores con el 100% de sus células positivas presentan niveles
moderado y marcado de intensidad, que corresponden a la mayor inmunoreactividad

para MCP-1 encontrada en estas biopsias.
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Con el fin de determinar cuales eran los niveles de vascularizacion se utilizé un
anticuerpo monoclonal anti-CD34, molécula de adhesion presente en las células
endoteliales (Fig. 16). En el andlisis, se consideraron solamente las areas intratumorales
(se excluyen las areas intraseptos y peritumorales), cuantificindose todas las estructuras
CD34+ dentro del tejido tumoral independientemente de su tamafio. Los resultados
obtenidos muestran que la vascularizacion fue alta en el 27% de las muestras, moderada
en el 39% y baja en el 34%. Evaluandola en relacion con el porcentaje de células
reactivas para MCP-1 correspondiente a cada biopsia (tabla III) se advierte una
tendencia de los tumores con una importante proporciéon de células positivas a estar
moderada a altamente vascularizados, sin embargo no se llega a establecer una

correlacion fuerte (coeficiente de correlacion de Spearmann, R= 0,413; p < 0,006).
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Si el efecto de esta quemoquina sobre la vascularizacion fuese dependiente de la
concentracion, entonces corresponderia analizar que pasa con la intensidad de MCP-1
en los tumores, mas que el porcentaje de células que la producen. Por otro lado, si bien

el modo mas convencionalmente utilizado para analizar la vascularizacién es mediante
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la cuantificacion de vasos por area de tejido o por campo, existen reportes donde
utilizan otras estrategias para valorar la importancia que tiene la apariciéon de una
estructura vascular en la perfusion de O, y nutrientes para el desarrollo del tumor. Una
de ellas es la determinacion del area vascular. En el caso particular de las muestras
analizadas en este estudio, se advierte una gran gama de calibres en los vasos que irrigan
estos tumores (Fig. 16).

Para analizar la vascularizacion como areas vasculares, se digitalizaron las
imagenes de 10 campos de 400X/ preparado y con el auxilio de un software analizador
de imagenes apropiado (ver Materiales y Métodos) se determind el area de cada
estructura intratumoral CD34+ . Los valores se expresan como la suma de todas las area
medidas / campo.

En la Figura 17 se observa una correlacién lineal positiva (r = 0.895; p< 0.01)

entre ambas variables.
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(IL. 2) PRESENCIA DE CELULAS INFILTRANTES

Se observé infiltrado linfoplasmocitario, claramente reconocible por la forma y
picnosis de sus nicleos, en la region peritumoral conjuntamente con otras células del

tipo macrofagico. En la region intratumoral, sélo se detecté la presencia de células
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mononucleares del tipo macréfagos. Para confirmarlo, se utilizé el AcM anti-CD68 de
manera de determinar la presencia de macréfagos intratumorales (TAM).
La distribuciéon de TAM no fue homogénea: sélo una pequeiia proporcion de

TAM se encontraba dispersa entre las células tumorales. Principalmente se determiné

una marcada presencia proximos a areas de nutrida red vascular, especialmente
acompaiiando vasos de poco calibre (Fig. 18). En cambio, los vasos de mayor calibre no
presentaron, en general, infiltrado circundante.

Esta evidencia puede tener dos significados: que la presencia de macréfagos en
torno a estructuras microvasculares esté sefialando la ruta por donde probablemente
realizaran la extravasacion al tejido frente al estimulo quimioatractante producido por el
propio tumor; o bien que la vascularizacién que se observa sea la consecuencia de la
presencia de TAM angiogénicos.

No se encontré relacion entre la presencia de TAM vy la intensidad de MCP-1

expresada por el tumor. Dado que MCP-1 es un estimulo quimiotactico importante para
estas células, podria esperarse que en las biopsias para las cuales se informé
heterogeneidad en la intensidad de expresion de MCP-1, los macréfagos estuviesen

asociados o cercanos a las células con mayor inmunoreactividad. Sin embargo este

hecho no fue observado.
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(IL. 3) TRANSFECCION DE LA LINEA DE MELANOMA HUMANQ IIB-MEL-J

PARA LA EXPRESION DE MCP-1

Muchos y dispares son los resultados reportados en cuanto a la influencia que
puede tener la produccion de la quemoquina MCP-1 por parte de las células tumorales y
el infiltrado inflamatorio que evoca, en lo que respecta al futuro del tumor. Por lo tanto,
un punto interesante de analizar seria la influencia de la expresion de esta quemoquina y
del infiltrado inflamatorio en las etapas iniciales del establecimiento tumoral. Estos
estudios requieren ser realizados en modelos experimentales para lo cual era necesario

disponer de una linea tumoral productora de la quemoquina. En vista que las altas dosis

inducirian remision, resultd interesante estudiar las caracteristicas del infiltrado
inflamatorio en melanoma productores de MCP-1 en dosis mediana / bajas, que
habiliten el crecimiento tumoral y permitieran seguir los cambios del infiltrado
inflamatorio mientras el tumor se establece. Debido a que este estudio no puede

realizarse utilizando biopsias, se procedié a la transfeccién de la linea IIB-MEL-J,

negativa para la producciéon de MCP-1.
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Para la transfeccion se utilizé el plasmido pLXSN de expresién en eucariotas,
portador del cDNA para el MCP-1 humano. Para la misma se utilizé el método de
lipofeccidn y luego de ajustar las condiciones de cultivo de las células a transfectar y la
concentraciéon de plasmido a utilizar, se obtuvieron clones resistentes al antibidtico de
seleccion (G418), los cuales se amplificaron en forma independiente. Se obtuvo un clon

que denominamos IIB-MEL-J-MCP-1, productor de 940 pg/ml (dosado en el

sobrenadante de cultivo condicionado durante 48 h. en ausencia de suero fetal). Esta
concentraciéon corresponderia a una linea de moderada a baja produccién de la
quemoquina. Como control se transfectaron células de melanoma humano con el
plasmido carente de inserto. Se seleccioné una sublinea o clon que denominamos IIB-
MEL-J-pLXSN, el cual producia (al igual que la linea IIB-MEL-J parental), cantidades
no dosables de MCP-1 < a 12 pg/ml. Esto implica que la linea transfectada produce

78,3 veces mas quemoquina que las lineas que se usaran como controles.

(IL. 3. 1 ) Caracteristicas in vitro de las células transfectadas

Fenotipicamente, la linea productora de MCP-1 tiene un tamafio celular mas
pequeiio y forma monocapas algo mas compactas que la linea de melanoma parental o la
transfectada con el plasmido vacio (Fig. 19). No presenta diferencias significativas en su

cinética de crecimiento en cultivo (Fig. 20), como tampoco se advirtieron diferencias en

su crecimiento en agar blando (datos no mostrados).
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(I1.3.2) Evaluacion del potencial quimiotactico de IIB-MEL-J-MCP-1 sobre células

mononucleares. Ensayos in vitro

Considerando el efecto estimulatorio de la migracion que desencadena MCP-1
sobre ciertos leucocitos, se considerd de interés evaluar si el sobrenadante condicionado
de la sublinea transfectada podria reproducir tal efecto. Los leucocitos que se utilizaron
fueron monocitos de sangre periférica y células dendriticas humanas, dado que son dos
tipos celulares importantes para el inicio de una respuesta contra el tumor y que se sabe
son blanco de accidén de esta quemoquina.

Para ello, previamente, se realizé una curva dosis-respuesta con la quemoquina
recombinante para células dendriticas maduras e inmaduras (Figura 21, Ay B) y

monocitos en presencia y ausencia de LPS (Figura 21, C y D).
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A la concentracién aproximada a la que produce la sublinea [IB-MEL-MCP-1 (»

Ing/ml de MCP-1), los monocitos humanos no estimulados se tornan aproximadamente

30% mas migratorios que estimulados con LPS y las células dendriticas inmaduras
presentan un pico de migracién, lo que representa ademas entre 70-90% mayor
respecto de las CD maduras (dependiendo del aislamiento). Las células dendriticas
maduras normalmente se presentan como células menos moviles frente a los estimulos
que inducen la migracién de células inmaduras [Vecchi, 1999] y este perfil se reprodujo
tanto para el MCP-1 recombinante como para el sobrenadante del clon MCP-1 positivo

(Fig. 22 B).
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En cuanto al medio condicionado de la linea transfectada para la produccién de
MCP-1 se observd que resulta significativamente mas potente como estimulo
quimiotactico para los monocitos humanos, independientemente de su estado de
activacion (p< 0,0001) si se lo compara con el sobrenadante de la linea de melanoma
parental o aquella transfectada con el plasmido sin inserto (Figura 22 A). Este efecto se
repite para las células dendriticas inmaduras (p<0,0001), aunque sobre células
dendriticas maduradas con LPS no parece tener un efecto tan potente de
quimioatraccion (p=0,05) (Figura 22 B).

Cabe sefialar que el numero de células migrantes en respuesta al sobrenadante
del clon IIB-MEL-J-MCP-1 supera en forma considerable el nimero de células que
atrae 1 ng/ml de MCP-1 recombinante (concentraciéon aproximada producida por el
clon). Debido a que la linea de melanoma parental ya tiene un efecto quimiotactico
basal, se podria adjudicar la mayor quimiotaxis hacia [IB-MEL-J-MCP-1 a la presencia
de otras quemoquinas producidas por las células tumorales y que la secrecion de MCP-1

estaria sumandose a ese efecto basal, potenciando su poder de reclutamiento.
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FIGURA 22: _
'Anilisis de la migracién en camara de Boyden de (A) monocitos, (B) células
dendriticas inmaduras y (G) maduras en respuesta a:
B m sobrenadante de cultivo sin suero de la linea de melanoma ITB-MEL-]J,

_ B m sobrenadante de cultivo sin suero de la linea productora de MCP-1,

N “sobrenadante de cultivo sin suero de la linea portadora del plasmido pLXSN

g m medio de cultivo sin suero fetal .
Los valores corresponden al promedio del nimero de células en 5 campos de 1000X realizado |
por triplicado. (IIB-MEL-J vs [IB-MEL-J-MCP-1 **¥p<0,0001, ** p=0.001). ' }

(IL.3.3) Evaluacion del potencial quimiotactico del IIB-MEL-J-MCP-1 _sobre

células mononucleares. Ensayos in vivo '

La inyeccion subcutanea de esta sublinea en ratones nude condujo a la formacion
de tumores y no se registraron diferencias en la velocidad de crecimiento entre la linea ‘
de melanoma parental y la productora de MCP-1 (datos no mostrados). 1
A distintos tiempos post-inyeccion de las suspensiones celulares se resecaron los sitios
de inyeccion donde se efectud un andlisis histologico para determinar el perfil de células
infiltrantes in vivo en los estadios iniciales de establecimiento tumoral (Tabla ITI). Asi
se observo que se promueve un aumento moderado de macréfagos peritumorales y
células mononucleares a los 4 dias post-inoculacion. Al dia 11, la persistencia de
macrofagos estuvo acompanada de edema (Figura 23 A) y numerosos fibroblastos con
una presencia diferencial de macrofagos y linfocitos que se mantiene hasta un mes post-
inoculacion de las células. Tal aumento estuvo ausente en la linea parental [IB-MEL-J.
Realizando un andlisis cuantitativo de las células infiltrantes, observamos

diferencias significativas para la infiltracion de células macrofagicas (p = 0,01,

Wilcoxon rank test)




Capitulo 11

- DL T DT i

en todos los tiempos tanto peritumoral como intratumoralmente (Figura 23 B y Tabla
V). La presencia de linfocitos peritumorales arrojé valores significativos (p = 0,05,
Wilcoxon rank test) para los tumores de 30 dias derivados de la linea productora de
MCP-1.

En consecuencia, consideramos que la sublinea elegida productora de MCP-1

constituye un modelo interesante de melanoma MCP-1 positivo para extender los
estudios sobre modulacion de células inflamatorias en el sitio tumoral y analizar con
mayor detalle los inmunofenotipos de las células mononucleares reclutadas de manera
de discriminar qué subpoblaciones de macréfagos y tipo de células dendriticas se

encuentran presentes.

Dias post MACROFAGOS LINFOCITOS MN FIBROBLASTOS EDEMA
inyeccion

4 dias

11 dias

20 dias




Dias

(0-11)

(0-4)

(0-20)

(0-37)

4x* 0
(0-26) | (0-4)
gxx 0

(0-14)

KR 0
(0-70) (0-2)
1 8%** 0

(0-64) | (0-2)

(0-3)

(0-2)

(0-7)

0 | 2%
0-3) | (0-22)
0o 0
02 (02
o 0
©3) (6
o 0

©3)

Dias

30

(0-10)

(0-6)

(0-2)

(0-18)

5** 0
(0-33) | (0-2)
3 0

(0-9)
x** 0
(0-30) | (0-1)
6** 0

(0-19)

(0-2)

(0-1)

(0-4)

o | 0
(0-3) | (0-8)
0 0
©-1)
)
(0-1)
0 0

Capitulo 11

D I SRR R P R T P B e 2

88




Capitulo I

“pﬁﬂ:ﬂly "'p=005 (Wﬂcoxonmktesﬁ

(IL. 3. 4) Comportamiento migratorio de la linea transfectada

Ademas del cambio morfolégico de las células de melanoma productoras de
MCP-1, se consider6 evaluar si presentaban algiin cambio funcional como podria ser un
cambio en su motilidad. Un candidato a utilizar fue el tripéptido formilado fMLP, dado
que es un factor quimiotactico potente, utilizado frecuentemente en ensayos de
quimiotaxis debido a su capacidad de estimular la migraciéon de muchos tipos celulares.
Sin embargo, se ha informado que en células de melanoma y otros tumores, procesos
como la migracion, adhesion, diferenciacion y proliferacion, involucran la participacion
de integrinas que adhiere las células tumorales a componentes proteicos de la matriz

extracelular [Juliano, 1993].

Para analizar entonces la migracion de la linea IIB-MEL-J-MCP-1, se utilizé el
ensayo en camara de Boyden donde varias condiciones debieron ajustarse respecto de
las quimiotaxis mas convencionales. Las células se sembraron sobre membranas de 8
pum de poro previamente tratadas con gelatina estéril al 0,1% y al cabo de 12 h de
incubacion, se analizé el numero de células migrantes en respuesta a estimulos como:
medio sin suero, fMLP 10® M y medio condicionado de fibroblastos humanos (HFL-1),
el cual contiene una mezcla de componentes de matriz capaces de estimular la

migracion de las células invasivas [Mensing H, 1984].

Como se observa en la Figura 24, las células transfectadas para la produccién
de MCP-1 presentan una motilidad mayor frente al péptido quimiotactico fMLP aunque
no logra alcanzar significancia estadistica. No obstante, la mayor capacidad migratoria
de estas células se pone de manifiesto claramente en respuesta al medio condicionado
por células HFL-1 (**p=0,0025), efecto que no se presenta en las células parentales o
transfectadas con el plasmido sin inserto. Considerando la importante respuesta a
componentes de la matriz extracelular presentes en dicho medio condicionado, podria

suponerse que la mayor motilidad de las células MEL-J-MCP-1 estaria relacionada con
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la interaccion de integrinas, que se sabe estan presentes en células de melanoma

[Juliano, 1993]. Este punto se tratara con mayor detalle en Discusion.

N° células migratorias

medio fMLP 10-8 HFL-1

oMEL-J-MCP-1  mMELJ-pLXSN @ MEL-J parental

(IL. 3. 5) Evaluacion de la adhesion al endotelio

Otro aspecto que se considero interesante analizar fue si la expresion de MCP-1
producia algin cambio en la sublinea en cuanto su capacidad de interactuar con el
endotelio. Para ello, sobre monocapas de células endoteliales, se sembraron las células
tumorales previamente marcadas con *[H]-timinidina. Luego de 30 min de adhesién y
posteriores lavados se cuantificé la cantidad de radiactividad asociada al endotelio.

Los resultados obtenidos muestran que la linea [IB-MEL-J-MCP-1 se torna
menos adherente que IIB-MEL-J parental y la transfectada con el plasmido sin inserto
(Fig 25). Los porcentajes de adhesion fluctuaron dependiendo de los aislamientos de
células endoteliales pero [IB-MEL-J-MCP-1 nunca superd el 20% de adhesién mientras
que las otras dos lineas siempre presentaron valores de adhesion mayores al 60%. La
pre-estimulacion de las células endoteliales con LPS remeda una situacion inflamatoria

haciendo que el endotelio se torne mas adhesivo para los monocitos circulantes [Maus,
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2002]. Unicamente la linea productora de MCP-1 responde aumentando su adherencia al

endotelio activado (p=0.05), rasgo que no se observa para ninguna de las lineas

controles.

100

% adhesion

OMEL-J BMEL-J-pLXSN BOMEL-J-MCP-1

B
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MEL-J-MCP-1 MEL-J-pLXSN
% 80
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DISCUSION

En este trabajo encontramos que el 100% (41/41) de los melanomas metastasicos
humanos analizados expresan la quemoquina MCP-1, de los cuales el 85% (35/41)
presentaron mas del 51% de sus células MCP-1 positivas con una intensidad moderada
a alta y un porcentaje menor de células positivas de leve intensidad. La
inmunoreactividad en las células positivas del epitelio tumoral fue homogéneamente
citoplasmatica y sin polarizacién dentro de la arquitectura del nido tumoral. También se
observaron células endoteliales y macrofagos peritumorales positivos los cuales fueron
excluidos del analisis. Nuestros resultados contrastan con lo informado previamente por
otros autores para biopsias de melanoma primario y melanoma metastasico.
Particularmente, Kunz y colaboradores [1999] encuentran una expresion débil de MCP-
1 en células tumorales aisladas y localizan positividad principalmente en queratinocitos
basales a la lesién y algunos macréfagos infiltrantes. Cuando la deteccién se efectud
mediante la evaluacion de la expresion in situ del ARNm de MCP-1 [Graves, 1992],
observaron una distribuciéon principalmente focal, sugiriendo que seria la consecuencia
de la particular influencia del tejido o infiltrado local circundante al tumor. No parece
ser ésta una explicaciéon aplicable a nuestras observaciones, ya que si bien no
descartamos una influencia del infiltrado inflamatorio periférico, la presencia de células

tumorales reactivas fue ubicua y no se restringié a aquéllas en contacto con el infiltrado.

El valor biolégico de la expresidn de esta quemoquina por parte de los tumores
reviste un punto de relativo conflicto ya que no es posible lograr un consenso en cuanto
al rol que podria tener su presencia para el destino final del tumor.

Como mencionaramos anteriormente, existen evidencias experimentales que sugieren
que la expresion de MCP-1 puede influir negativamente en el crecimiento de ciertos
tumores en humanos [Rollins, 1991; Nokihara, 1999] a través de la induccién de
vascularizacién y promoviendo asi el crecimiento tumoral e incluso acrecentando la
invasién y la metastasis [Neumark, 1999]. Tales efectos estarian mediados por la
llegada de monocitos al sitio tumoral, que producirian factores de crecimiento y
mediadores angiogénicos (VEGF, TNF-a, bFGF, entre otros) que serian los
responsables de una mayor vascularizacién o la proliferacion directa de las células

tumorales.
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En cambio, en otros trabajos, la producciéon de MCP-1 produjo un retardo del

crecimiento tumoral en un modelo murino de melanoma maligno [Botazzi, 1992], y la
vacunacion con células productoras de MCP-1 produjo una proteccion 100 veces mayor
contra posteriores desafios tumorales en un modelo de gliosarcoma [Manome, 1995].
Un trabajo reciente podria explicar en parte esta dualidad ya que sefiala que los efectos
del MCP-1 sobre los tumores dependeria de los niveles expresados por el tumor, siendo
los altos niveles los que conducirian a contribuir al rechazo via la accidén tumoricida de
los macrofagos reclutados [Nesbit, 2001].

Segin nuestros resultados, el melanoma metastasico presenta cierta
heterogeneidad de expresion de MCP-1 dentro del mismo tumor. Siendo asi, y
considerando que existe un efecto antitumoral indirecto hacia las células con altos
niveles de MCP-1, se podria pensar que en etapas iniciales del establecimiento tumoral,
esto podria generar una presion selectiva diferencial sobre las células del melanoma mas
intensamente positivas, que se verian particularmente atacadas por los macréfagos. Asi,
dentro de la misma masa tumoral, las zonas de células menos productoras, al inducir un
menor aflujo de macréfagos, tendrian mayor facilidad de eludir la accién tumoricida y
podrian proliferar aumentando en proporciéon. De ser asi, después de un tiempo de
establecido el tumor, encontrariamos células con moderada, baja o nula capacidad de

producir MCP-1 que contribuiria al mantenimiento o progresion mas que a regresion.

En las biopsias que hemos analizado, existen muestras con una reactividad muy
marcada para MCP-1. Sin embargo, es dificil poder establecer si corresponde a un nivel
“suficientemente elevado” para inducir regresién, como los niveles necesarios
reportados por Nesbit para sus lineas. No obstante, manteniendo la coherencia de la
hipétesis arriba propuesta, seria que esperar que cualquiera sea la inmunoreactividad
que los tumores mostrasen, luego de un tiempo de establecidos, tales niveles estuviesen

fomentando el mantenimiento o crecimiento tumoral y no su destruccion.

MCP-1 es una quemoquina prototipica para el reclutamiento de monocitos, y su
expresion resulta en la aparicion de infiltrados de macréfagos al sitio tumoral [Sica,
2002] y para algunos autores, tal infiltracidn correlaciona con la angiogénesis y el
estadio tumoral [Torisu, 2000]. En nuestro caso, no fue posible encontrar correlacion

entre la presencia de TAM vy la intensidad de MCP-1, dado que nos encontramos con
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una particular distribucién de los macréfagos, principalmente asociados a las zonas de
angiogénesis microvascular. Esta disposicion podria sefialar la ruta de extravasacion de
los macréfagos atraidos por el estimulo quimiotactico producido por el tumor; o bien
podria ser una evidencia que la angiogénesis presente en tales sitios es una consecuencia
del estimulo angiogénico directo producido por los TAM. En este tltimo caso, seria
necesario analizar si existe produccion de TNF-a producido por los macréfagos
estimulados por el MCP-1 de las células tumorales [Nesbit, 2001].

Ademas en nuestro trabajo sobre melanoma metastasico, las biopsias con mayor
intensidad de MCP-1 resultaron las mas profusamente vascularizadas. Esta evidencia
estaria sugiriendo un efecto directo de MCP-1 sobre la angiogénesis, mas que uno
indirecto via TAM. En el momento en que estos estudios se realizaron y sin mayores
evidencias mecanicisticas, esta correlacion no podia ser aceptada dado que sélo eran
conocidos reportes sobre algunos miembros de las CXC quemoquinas con efectos
proangiogénicos directos [Strieter, 1995]. Sin embargo, la aparicién de un trabajo
relativamente reciente [Salcedo, 2000] demuestra que las células endoteliales expresan
CCR2, el receptor para MCP-1 produciendo un efecto directo sobre la angiogénesis
(independientemente de respuesta inflamatoria). Asimismo, demuestran un efecto de
MCP-1 sobre la progresion tumoral, dado que anticuerpos contra la quemoquina inhiben

el desarrollo de micrometastasis pulmonares experimentales [Strieter, 1995].

Para el caso de melanoma, la importancia de la angiogénesis como indicador
prondstico es mas controversial que para el cancer de mama dado que los resultados son
mas variados. Por ejemplo, se ha visto que para melanoma cutaneo, la cuantificacion
del area vascular y las ramificaciones de los microvasos son mediciones que aportan
mayor significancia para evaluar la neovascularizacién con sentido pronéstico que el
nimero o densidad vascular [Massi, 2002]. En nuestro caso, las biopsias con altos
recuentos de areas vasculares correlacionan con menor sobrevida p<0,001 (datos no
mostrados). Posteriormente, también en melanoma metastasico como los analizados en
este trabajo de Tesis, otros autores encuentran que las muestras mas altamente
vascularizadas se correspondian con periodos libre de enfermedad mas breves
[Vlaykova, 1999].
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Para tener la posibilidad de analizar distintas etapas del establecimiento de los
melanomas MCP-1 positivos, principalmente en cuanto a la presencia de infiltrado
inflamatorio, se procedié a la transfeccién de la linea IIB-MEL-J, la cual resulté
negativa para la produccion de la quemoquina de interés. Luego de la transfeccion, se
selecciond un clon productor de MCP-1, el cual no presenta diferencias en su tasa de
crecimiento in vitro. Sin perder su tumorigenicidad, la inyeccién subcutidnea de estas
células produjo tumores a los producidos por la linea parental. Se podria pensar que los
niveles secretados por la sublinea no son suficientes para inducir un reclutamiento de
macrofagos que determinen el destino del tumor. No obstante, el nivel de MCP-1, mas
de 70 veces superior al de la linea parental, es suficiente para inducir un claro efecto
migratorio in vitro sobre monocitos y células dendriticas. La mayor capacidad de
inducir quimiotaxis de monocitos de esta sublinea también se probo in vivo produciendo
tumores mas infiltrados tanto peri- como intratumoralmente que los producidos por la
linea parental.

Como se mencionara anteriormente, no es claro ain el rol de los macréfagos
infiltrantes en el crecimiento tumoral. Se considera que los macréfagos intratumorales
(TAM) encontrados en tumores humanos y experimentales conducen a una inhibicién
del crecimiento tumoral [Rollins, 1991; Yashimura 1994; Nesbit, 2001]. En un trabajo
de Zhang y colaboradores [1997], observaron que cuando se inhibe la llegada de TAM
mediante el uso de anticuerpos monoclonales (anti-CD11b), esta estrategia resulta en un
aumento significativo del crecimiento tumoral en estadios tempranos de la
tumorigénesis.

En cambio, no existen tantos reportes donde se desglose el rol que los
macréfagos peritumorales pueden tener sobre el destino del tumor. Estan cominmente
presentes en tumores humanos y particularmente en tumores negativos para MCP-1 por
lo que se podria pensar que resultan de una respuesta del huésped al crecimiento
expansivo del tumor. No obstante, en vista de los resultados presentados en algunos
trabajos, se perfila para ellos un rol igualmente controversial que para los TAM.
Particularmente, se propone que soportan el crecimiento tumoral mediante la liberacién
de factores que estimulan el crecimiento del tumor [Norman, 1985]. Aunque para el
grupo de D. Graves, la inhibicién de tal reclutamiento peritumoral, resulta en una
potenciacidn del crecimiento, demostrando que actuarian limitando la expansién del

tumor [Zhang, 1997].
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En resumen, el modelo de [1B-MEL-J-MCP-1 en ratones nude permite analizar el
valor de los macrdéfagos reclutados en “estado puro” sobre el destino del tumor y dado
que:

(a) no existen diferencias de crecimiento entre los tumores MCP-1 + y los parentales,

(b) IIB-MEL-J-MCP-1 presenta un probado poder quimioatractante para monocitos
tanto in vitro como in vivo,

(c) los tumores MCP-1+ presentan infiltrado peri e intratumoral,

se propone que la presencia de macréfagos requeriria de la rama efectora de la

respuesta celular para que exista una actividad antitumoral neta. En los trabajos antes

citados donde trabajan con modelos inmunocompetentes, no se hace referencia al rol de

los linfocitos para los cuales MCP-1 también es quimioatractante.

Por ultimo, cabe sefalar un efecto llamativo, consecuencia de la transfeccion
para la produccion de MCP-1. Las células de la sublinea IIB-MEL-J-MCP-1 exhiben
una mayor motilidad, ausente en las lineas controles. Frente al estimulo clasico de
fMLP se observé una tendencia migratoria mayor que la linea parental o la transfectada
con el plasmido sin inserto, pero el aumento en la migracion fue muy marcado frente al
medio condicionado por células HFL-1 (rico en componentes de matriz extracelular)
usado como quimioatractante.

En monocitos, es bien conocido el efecto de las quemoquinas sobre las
integrinas induciendo un cambio conformacional de la forma inactiva a la forma activa
[Springer, 1994]. También en monocitos, MCP-1 regula la expresién de las cadenas-o
de la familia de las B2 integrinas [Jiang, 1992; Vaddi, 1994]. Si bien no existen reportes
de que B2 integrinas estén presentes en células de melanoma, se sabe de la expresion de
otras de ellas (B1, B3, P4, etc..) [Zhu, 2002]. Especificamente para la linea IIB-MEL-J,
resultados no publicados del laboratorio sugieren la presencia de integrinas ya que su
capacidad invasiva fue inhibible por el péptido antagonista RGD.

Entonces, si un efecto semejante al que MCP-1 tiene sobre los monocitos, estuviese
operando al nivel de las integrinas presentes en las células de melanoma, esto podria
explicar los cambios en la adhesion al endotelio y en la capacidad migratoria de las
células transfectadas MCP-1+ frente a componentes de la matriz extracelular presentes

en el medio condicionado por fibroblastos. La formacion de monocapas mas compactas
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sugiriendo un mayor contacto célula-célula podria ser, a su vez, otra manifestacion de
que podrian estar sucediendo cambios en las integrinas.

La incorporacion del cromosoma 6 a una linea de melanoma maligno indujo
cambios en el crecimiento dependiente de anclaje y por analisis por microarray de la
linea modificada, se detectd la expresion aumentada de MCP-1 y conexina 43 [Su,
2000]. Cabe destacar que el gen de MCP-1 se encuentra ubicado en el cromosoma 17
(Introduccidn, seccioén I1.1.5).

Por lo tanto, resulta interesante analizar en mayor detalle los cambios
dependientes de MCP-1 presentes en IIB-MEL-J-MCP-1, ademas de resultar de utilidad
como modelo in vivo para extender los estudios de modulacién del infiltrado

inflamatorio.
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El tratamiento de la mayor parte de las neoplasias sigue siendo un desafio
clinico, a pesar de los importantes avances recientes en el conocimiento de la biologia
tumoral y de la respuesta inmune contra el tumor. Para algunos casos de tumores
refractarios a los tratamientos convencionales, se han puesto en practica modalidades
terapéuticas combinadas, donde se incluye radiacién o quimioterapia con citoquinas
como IL-2, IFN-y, GM-CSF entre otras [Dezso, 1996; Nagai E, 1998; Redman, 1998].
Algunas de estas terapias duales se encuentran en etapa de ensayo clinico en pacientes
[Redman, 1998].

La terapia con frio -crioterapia- es una rama de la criobiologia que se vale de la
aplicacién terapéutica de temperaturas muy inferiores a 0 °C para la destrucciéon de
tejidos en un area blanco seleccionada [Zouboulis, 1999]. El proceso de congelamiento
induce necrosis debido al rapido congelamiento y la lenta recuperaciéon de la
temperatura [Mazur, 1984; Turk 1999; Zouboulis, 1999]. Existen pocos reportes
respecto a las condiciones 6ptimas de congelamiento segun el tipo de tejido a tratar
[Turk 1999; Zouboulis, 1999]. Mas ain, la fase inmunolégica que acompaiia al dafio
tisular no ha sido bien estudiada, por ejemplo, para lesiones malignas de piel
[Zouboulis, 1999]. Por lo tanto, se requiere aun delinear las condiciones de la induccién
de necrosis en algunos tejidos y realizar un estudio mas detallado de la reaccion
inflamatoria y/o inmune acompaiante.

Al respecto, trabajos recientes proponen que la muerte celular por necrosis [Galluci,
1999] puede activar sefiales endégenas de peligro que serian responsables, en parte, del

reclutamiento de células dendriticas, las cuales son claves para el inicio del desarrollo

de una respuesta inmune [Sauter, 2000].
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Nuestro grupo esta investigando la siguiente hipotesis:

“...diversos tratamientos efectivos actuarian desencadenando una respuesta de
tipo inflamatoria a partir del datio producido a las células tumorales que redundaria en
la liberacion de citoquinas, quemoquinas y radicales libres, entre otros. Tal liberacion de
intermediarios produciria activacion del endotelio y posterior influjo de células
inflamatorias al tumor, determindndose un efecto en cascada que contribuiria a remover
las células apoptéticas ylo necréticas, y tal vez a inducir una inmunidad retardada

mediante células presentadoras de antigenos”.

Para poder realizar manipulaciones y estudios de la inflamacién en funcién del
tiempo se analizdé el efecto de tratamientos como radioterapia y crioterapia sobre
tumores humanos crecidos en ratones nude. Los objetivos propuestos para esta parte
fueron:

a) Estudiar los cambios en la activacion del endotelio y variaciones del
reclutamiento de granulocitos, eosinéfilos, linfocitos y macréfagos luego del
tratamiento del tumor con la terapia seleccionada.

b) Seleccionar la estrategia experimental que produzca las diferencias mas
significativas en términos de infiltracién para continuar con el estudio del efecto
de la adicién de citoquinas sobre la respuesta inflamatoria, respuesta inmune y

destino del tumor.

(IIL. 1.) RADIOTERAPIA

Para evaluar los objetivos antes propuestos usando como tratamiento la
irradiacion se utilizé un modelo de melanoma humano transplantado en ratones ‘nude’
(IB-MEL-Jude)-

Ratones portadores de tumores fueron anestesiados e irradiados con 500
cGy/ratén en la zona del tumor. La penetracion del haz de electrones garantizé un 85%
de la radiacién a un centimetro de profundidad, que era aproximadamente la dimensién
mayor de los tumores utilizados. Luego a distintos tiempos, se tomaron muestras para el
analisis histolégico pertinente. Los resultados se presentan en la Tabla VI.

Como eventos tempranos, se observaron cambios en la arquitectura normal de las

células: monstruosidades nucleares y vacuolizacion citoplasmatica con agrandamiento
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celular fueron los mas conspicuos. La presencia de nucleos con granulado cromatico y

carionexis podrian ser sintomas de los inicios de un proceso apoptdtico cuyos signos se

advierten mas marcados a la 26 horas post tratamiento. Posteriormente, se registré un

aumento creciente e importante de areas necréticas. En cuanto a las células

inflamatorias, a excepcion de la presencia de algunos PMN 7 horas post-tratamiento, no

se observd infiltrado inflamatorio que acompaiie el proceso de necrosis.

(control) necrosis periférica pocas células infiltrantes
halo necrético periférico )
) algunos PMN intratumorales
7 importante i
o ) estroma activo
algunos indicios de apoptosis
halo de necrosis periférica
26 muchas células con signos de o
) sin infiltrado
apoptosis
48 ’ . . .
muchas areas de necrosis sin infiltrado
196 muchisima necrosis y cambios
(8 dias) celulares sin infiltrado

(I1I1. 2) CRIOTERAPIA

Con el proposito de seguir indagando acerca de la posibilidad del reclutamiento

de células inflamatorias frente al dafio celular, se decidié probar cual seria el efecto de

producir muerte celular mediante un ciclo de congelacion y descongelacion.

Asi, ratones nude portadores de melanomas subcutaneos producidos por la linea IIB-

MEL-J se trataron con un rocio de nitrégeno liquido (segun las pautas de aplicacién
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utilizadas en el tratamiento de pacientes). A distintos tiempos post tratamiento, los

animales se sacrificaron, se tomaron muestras para el analisis histolégico y los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla VII.

0 halo de necrosis periférica

(control) mucha vascularizacion intratumoral sin infiltrado
marcada necrosis algunos PMN, bastantes MO
24 mucho edema peritumorales, fibroblastos y
endotelio dilatado escasos linfocitos.
necrosis tumoral muy importante | infiltrado peritumoral : abundancia
“ ?i?as) menor numero de vasos notable de M9 y fibroblastos con
sanguineos PMN y escasos linfocitos.
168 abundancia de M0 y fibroblastos
(7 dias) necrosis casi total pocos PMN
360 abundancia de M0 y fibroblastos
(15 dias) 80-90% de necrosis pocos PMN

Como se observa, el tratamiento produce rapidamente una marcada necrosis que

se ve acompaiiada de un infiltrado inflamatorio evidente y con miltiples tipos celulares.
Entre ellos, pareceria advertirse en primer lugar, una respuesta de células
polimorfonucleares y escasos eosindfilos ante el estimulo. Luego, los macréfagos
aumentan notablemente con una presencia minoritaria de linfocitos, los cuales podrian
ser NK o linfocitos B o precursores inmaduros del linaje T por tratarse de ratones
atimicos. Asimismo, se registra un aumento en el numero de fibroblastos contribuyendo

a la reparacion del dafio tisular.
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(111. 3) CRIOTERAPIA + ADYUVANTES

Con el objeto de analizar posibles cambios en el perfil inflamatorio observado
frente a la crioterapia, se le sumd la aplicaciéon de QS21 (saponina de Quillaja
saponaria Molina) 50 pg/ratén o de GM-CSF (500 U/ratén) ambos en forma de una
tnica dosis intratumoral posterior a la induccidn de la necrosis. Los resultados se
resumen en la Tabla VIIIL.

Mientras que en los tumores de los animales controles, la masa tumoral se
mostraba viable y bien delimitada, con bajo a nula infiltracién y poca necrosis -
inherente al crecimiento- en los tumores tratados con nitrégeno, el porcentaje de
necrosis aumenta y la reaccion inflamatoria se ve moderada.

La combinacién de congelaciéon con nitrogeno mas GM-CSF resulté mas potente
inductor de la inflamacion peri e intratumoral. Sin embargo, la combinaciéon de
nitrégeno con QS21 produjo un reclutamiento inflamatorio disminuido frente ala

combinaciéon GM-CSF/ congelacion.

Ninguno +/- -
Crioterapia ++ +—
Crioterapia + QS21
+ ++
Crioterapia
++ +H+
+ GM-CSF

Sobre la base de estos resultados se seleccioné ensayar la induccién de necrosis

con crioterapia sumada a la aplicacion de GM-CSF para continuar con un estudio mas
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exhaustivo. Previamente, fue importante determinar cuales serian los puntos criticos
para el analisis de los cambios inflamatorios. Por ello, antes de analizar con mas detalle
los efectos de la citoquina GM-CSF, se consider6é importante evaluar la cinética de los
eventos celulares y no celulares que tienen lugar posteriormente a la induccion de la
necrosis, datos que por otra parte, no estaban exhaustivamente descriptos para
melanomas.

Asi, se observo que muy rapidamente, a 1,5 h. post induccién de la necrosis, los
primeros eventos manifiestos fueron congestion, edema y activacion de células
endoteliales (Tabla IX). Los vasos intratumorales y periféricos mostraban células
endoteliales hiperplasicas y agrandadas con aspecto epitelioide y protrusion nuclear,
todos indicios de la activacion del endotelio. Estas manifestaciones tempranas
revirtieron a los 15 dias del tratamiento donde fue posible observar células endoteliales
con su morfologia plana y caracteristica, semejante a la presente en los vasos de los
tumores no tratados.

El edema fue remitiendo en tanto comenzaba a evidenciarse un aumento de los

fibroblastos peritumorales principalmente entre los dias 7 y 15 post crioterapia. La
acumulacion de colageno fue un fendmeno tardio.
La distribucidn de las células inflamatorias no es homogénea, sino que en zonas de alta
infiltracién pentumoral se advierten cumulos celulares todavia mas densamente
agrupados. En cuanto a su cinética, se registré una temprana respuesta de PMN, los
cuales estaban densamente reclutados en la luz vascular con escasa a nula extravasacion
al tejido. Mas tarde, los PMN se encontraban infiltrando masivamente el area
peritumoral para alcanzar su maximo numero a los 3 dias posteriores a la aplicacion de
la crioterapia y finalmente a los 15 dias, estas células registraban una notoria
disminucion.

A su vez, los macrofagos, estaban escasamente representados a las 24 horas de la
aplicacion del rocio de nitrogeno liquido, pero se tomaron mas abundantes a los 3 dias
para hacer un maximo a los 7 dias, y persistir hasta el final del periodo de observacion
(15 dias).

Considerando estas observaciones, se eligieron los dias 3 y 15 para proseguir

con el analisis.
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Se estructuraron distintos grupos para este estudio con sus respectivos controles

como se detalla a continuacion:

GRUPOS Animales TRATAMIENTO
dia 3 dia 15
I 8 9 tumor sin tratar
11 8 10 crioterapia
11 8 10 rmGM-CSF intratumoral (i.t.)
v 8 10 crioterapia + rmGM-CSF i.t.
A% 8 vehiculo i.t.
8

Vi

crioterapia + vehiculo i.t.

Mientras los tumores de los grupos I, III y V continuaron creciendo en ausencia

de edema, en ambos grupos criotratados (II, IV y VI) el desarrollo tumoral se detuvo

(Figura 26A).

104




Capitulo 111

La evaluacion cuantitativa de la necrosis de los tumores del grupo II, IV
concuerda con las estimaciones cualitativas previamente informadas, oscilando entre un
77-100% (Figura 26B y 27 B). En estos tltimos grupos, se observaron 4/20 casos de
regresion completa, donde el tumor fue totalmente reemplazado por masas necréticas y
fibrosis. La presencia de células viables remanentes en el resto de los tumores se
confirmé por la tincidbn nuclear en secciones de tejido y su proliferacion seria el
responsable del descenso en el porcentaje de necrosis registrado en los grupos Il y IV al
dia 15 (Fig 26A). El edema se observé exclusivamente en los grupos que recibieron la

crioterapia (Fig. 26C).
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En la tabla X se presenta un analisis cuantitativo de los dos tipos celulares

predominantes en el infiltrado inflamatorio: PMN y macréfagos. Su identidad se

confirmé por ensayo inmunohistoquimico con AcM especificos (ver tabla de
anticuerpos, Mat & Métodos).
Peritumoralmente, al dia 3, ambos grupos criotratados presentan un

predominio significativo de PMN con campos de hasta 150 células. La poblacién de
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macréfagos también se vio significativamente reclutada a la periferia del tumor como
consecuencia de la necrosis generada. En este caso fue posible encontrar
aproximadamente 100 macrdéfagos en las areas de maximo aflujo celular (Tabla X).

En el grupo III (rm GM-CSF s6lo) los macréfagos peritumorales fueron
significativamente mas abundantes que en el grupo I. Este aumento no supera los
valores antes mencionados para los grupos criotratados. Probablemente, este efecto del

GM-CSF también esté sucediendo en el grupo IV (crioterapia + rm GM-CSF), pero la

alta densidad de infiltracion evocada por la necrosis esta enmascarando este efecto
(Tabla X).

Al final del periodo de observacion (dia 15)la intensidad de infiltracidon es

menos pronunciada que a dia 3 pero aun significativamente mayor para los grupos II y
IV.

e T 0 0 1 0 0 0 0 0 ,
0 05 09 0y |0y ©H 02 ©3 |
n 20% |* 12* 9* 0 0 0 0 |
| (2-150)  (0-20) (3-150) (0-28) | (0-12) (0-4)  (0-2)  (0-3) ;
om 0 0 3% 0 0 0 0 0 |
r (08 (016 (0-19)  (09) | (O-1) (05  (0-6)  (0-2)
IV 20* | 13* 4% 24 | * 2%t 2%
(2-150) (0-58) (3-100) (0-30) (0-34) (0-14) (0-37) (0-11)
v 0 0 0 0 0 0 0 0
| (04 (03 (02 (©3) | 02 (04 (1) (05
VI 20* * 12* 5% 0 0 0 0

(2-150)  (0-15) (0-150) (0-28) | (0-10) (0-4)  (0-2)  (0-3)
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Intratumoralmente, aunque la administracién local de GM-CSF conjuntamente
con la crioterapia no tuvo un efecto aditivo sobre el infiltrado que rodea al tumor, el
reclutamiento intratumoral (después de 3 y 15 dias del tratamiento) resultd
significativamente aumentado. Los recuentos de PMN y macréfagos infiltrantes
presentes dentro de la masa tumoral no superaron las 34-37 células/campo
respectivamente. Pareciera entonces que, en esta region del tumor, la necrosis no
presenta la misma potencia de infiltracidon que peritumoralmente (Tabla X).

Por lo tanto, estos resultados estarian indicando que la adyuvancia local con

rmGM-CSF luego de la crioterapia favoreceria la infiltracion intratumoral.

(II1.4.1) Caracterizacion por presencia de marcadores caracteristicos de las

células infiltrantes

Se investigd la presencia de células Natural Killer (NK) para lo cual se utilizé un
anticuerpo monoclonal especifico (TMB-1) que reconoce la cadena B del receptor de IL-
2 presente en dichas células. A los 3 dias de inducida la necrosis, no se observo un
aumento significativo de NK en los infiltrados. En la dermis peritumoral de las muestras
correspondientes a los grupos criotratados se detectaron tan s6lo 35 NK vs. 0-7 NK en
los grupos controles. Los valores corresponden al niimero de células detectadas en 100

campos de 1000X.

En vista de efecto del GM-CSF sobre la maduracion y probablemente migracién
de células dendriticas, se evalud la posibilidad de encontrar tales células formando parte
de los infiltrados. De ser asi, estas podrian tomar contacto con las células necréticas y
contribuir al desarrollo de una respuesta especifica (previo procesamiento Yy
presentacion de los antigenos tumorales). También por inmunohistoquimica, se analizo
comparativamente la presencia de macrofagos y CDs en las muestras tumorales de los
distintos grupos al dia 3 post tratamiento (con los anticuerpos F4/80 para macréfagos y
DEC-205 para CD) (Fig. 29). Asi, en los tumores controles de los grupos sin

tratamiento o que soélo recibieron una inyeccion de vehiculo, se detectaron escasas
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células de Langerhans en la epidermis (Fig. 28), y en dermis macrofagos aislados y
células DEC-205".

La sola inyecciéon de GM-CSF produjo un aumento del numero de células DEC-
205" de variada morfologia en la capa basal de la epidermis y en la dermis. Los
macréfagos se observaron mas predominantemente localizados en el area peritumoral.
En respuesta a la necrosis, el patrén de positividad para F4/80 cambi6 notoriamente. No
s6lo en cuanto al numero de células positivas sino en la intensidad de tincién indicando
una mayor densidad de antigeno, probablemente atribuible a un estado activado de esta
poblacién de macréfagos. Células DEC-205" se encontraron aumentadas en la regién de
la dermis peritumoral. Cabe destacar que, ocasionalmente, se detecté la presencia de
‘clusters’ de células DEC-205" - F4/80 negativas dentro de la luz de vénulas dérmicas
peritumorales al tejido tumoral necrético, evidenciando probablemente el trafico celular

que evoca la sefial de dafio (Figura 29).

FIGURA 28:
Presencia de
células de
Langerhans
(flechas) en
epidermis
evidenciadas con

el AcM anti
DEC205
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(IT1.4.2) Respuesta humoral

Para determinar si la crioterapia resulta en la generaciéon de anticuerpos que
puedan reconocer las células de melanoma, se evalué la reactividad de los sueros de los
ratones sacrificados a 15 dias. Inicialmente, el screening de los sueros se efectud por la
técnica de ELISA (Figura 30 A). Un aumento significativo de la reactividad respecto al
grupo I se observé en 4/10 y 4/12 ratones provenientes del grupo II y IV
respectivamente. La induccion de anticuerpos contra las células de melanoma también
se confirmé por inmunofluorescencia. El suero normal de ratones no portadores de
tumor resulté completamente no reactivo.

Los sueros provenientes de los ratones del grupo II y IV revelaron una
reactividad intensificada contra antigenos de superficie (Figura 30 B y C) ¢
intracelulares (Fig 30 D), cuando se los comparan con la muy débil intensidad de

marcacion observada para los sueros de los grupos controles.
A
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'FIGURA 30: (A) Reactividad de los sueros evaluada por ELISA para todos los grupos
‘ensayados, incluyendo suero normal de ratones (sn). *p< 0.004, grupos II/IV vs. grupos
1,y V. (B) Imagen de inmunofluorescencia de células IIB-MEL-] utilizando sueros
reactivos del grupo IV y la correspondiente al contraste de fases, (C) Idem para sueros
del grupo I. Aumento original 200X. (D) Reactividad de los sueros correspondientes al
grupo IV sobre células IIB-MEL-J] permeabilizadas. Aumento original 400X. =~

La observaciéon de la formacion de anticuerpos en los ratones tratados con
criocirugia y no en los controles es muy relevante dado que no se encontr6 reactividad
en los sueros de los ratones controles no tratados. Ademas, los anticuerpos pueden tener
un rol en la defensa antitumoral a través de la activacion por complemento o la

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

Para determinar el isotipo de los anticuerpos séricos se utiliz la técnica de
inmunodifusién. Los isotipos detectados fueron principalmente IgM e IgGs. Este ultimo

isotipo s6lo se encontré aumentado en algunos ratones del grupo criotratado.

La especificidad de los anticuerpos presentes en suero se evalué por
inmunofluorescencia (Tabla XI). Los sueros de los ratones tratados con criocirugia (con
o sin inyeccién de GM-CSF) revelan una intensa reactividad contra células [IB-MEL-J,
tanto como para [IB-MEL-IAN, IIB-MEL-LES y MCF-7 (dos distintas lineas de
melanoma humano y una linea de adenocarcinoma mamario humano, respectivamente).
En contraposicion, los sueros controles mostraron una débil positividad y los

correspondientes a ratones normales no portadores de tumor son totalmente no reactivos

(Tabla XI). Dado que también se encontrd cierta positividad contra linfocitos humanos
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y no contra monocitos pareceria que, al menos una fraccion de los anticuerpos
desarrollados, estarian dirigidos contra antigenos humanos normales y vistos por el
raton “nude” como “moléculas no propias”. La inmunoreactividad contra lineas
celulares murinas (B16F1, melanoma y 1G11 endotelio murino) fue extremadamente

baja y sin diferencias respecto a los controles (Tabla XI).

[IB-MEL-J an
Melanoma humano IIB-MEL-IAN = + +++ +++
Melanoma humano [IB-MEL-LES - + +++ ++
Adenocarcinoma de MCE-7 - + +++ ++
mama humano
Melanoma murino BI6-F1 - + + +
Células endoteliales - + + +
microvasculares 1G11
murinas
Células mononucleares sangre - + +/++ (Li) + / ++ (Li)
humanas eriférica - (Mo - (Mo

Hasta aqui se puede concluir que la estrategia experimental que induce un mayor

reclutamiento de células inflamatorias al sitio tumoral resulta ser la criocirugia,
generando una seiial de peligro a la cual responden células polimorfonucleares y
monocito/macrofagicas y células dendriticas. Ademas la adyuvancia de Ila

aplicacion de GM-CSF aumenta el aflujo intratumoral de las mismas.
Por lo tanto, de aqui en mas se consider6 importante:

c) ajustar la dosis y concentracién de la citoquina GM-CSF inoculada,

d) analizar el tiempo de permanencia del GM-CSF en el sitio de inyeccidn.
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(I11.4.3) AJUSTE DE LA DOSIS DE GM-CSF Y ESTUDIO DE SU ESTABILIDAD
EN EL SITIO DE INYECCION.

Dado los efectos positivos de la inyeccion de GM-CSF en el tumor en cuanto al
reclutamiento de células dendriticas y macrofagos al sitio, se decidid ajustar la dosis a
inyectar que pudiese aumentar mas aun el aflujo de las células mencionadas. Para ello

se analizo un rango de concentraciones desde 0 a 100 ng. Se tomaron muestras del sitio

de inyeccidn y se analiz6 la cantidad de células alli presentes (Tabla XII).

Ong Escasas en dermis

4 ng Aumento (+) del nimero Leve aumento (+) en dermis
25 ng (++) y positividad intraepitelial leve Leve aumento (+) en dermis
50 ng (++) +)
100 ng (++++) en dermis Aumento (++) intensidad leve

Como se advierte, del rango ensayado, la dosis intratumoral que produce el mejor efecto

en términos de reclutamiento de células mononucleares sin efectos adversos visibles en
el ratén es de 100 ng. A esta dosis de GM-CSF, se registré un aumento de células
caracterizadas como macréfagos y células dendriticas, ubicadas principalmente en
forma peritumoral, aunque se advirtieron células F4/80 positivas intra epiteliales con

menor representatividad.

Inyectar mas de una dosis y lograr cierta persistencia en el sitio de aplicacién en
un cierto tiempo, son dos variables a considerar cuando el GM-CSF es administrado
exdgenamente. Este punto es importante teniendo en cuenta que muchos trabajos con
enfoques experimentales terapéuticos y/o preventivos apelan a la administraciéon de
células tumorales manipuladas para la produccién de la citoquina. Por lo tanto, se
consideré importante evaluar el tiempo de permanencia del GM-CSF en su forma no
degradada en el sitio de inyeccién.. Para ello, se marcé la citoquina con '>I por la

técnica de Iodogen (ver Materiales y Métodos) y se inocularon ratones nude con 100 ng
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de '®I-GM-CSF en el subcutineo de ratones normales. Dada la posibilidad de
desacoplamiento del trazador y la citoquina se evalué para cada tiempo, la cinética de 1a
marca radiactiva asociada a proteinas (precipitable por tricloroacético, TCA) y la
soluble (iodo libre) comparando los perfiles para ambos modos de inyeccién (Figura 31
A).
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Como se advierte, después de 4 hs, se recupera mas de un 80% de cpm TCA-
precipitables y se detecta GM-CSF iodinado al menos durante 24 hs. Cabe preguntarse
si la cinética de desacoplamiento y/o degradacién del '>’I-GM-CSF sera semejante si la
administracion fuese intratumoral. (Figura 31 B).

E! '®I-GM-CSF es eliminado rapidamente del sitio cuando se inyecta
subcutaneamente, quedando aproximadamente un 25% a las dos horas post inyeccién y
haciéndose casi cero luego de 24 h. Aunque para la administracién intratumoral se ven
estas mismas caracteristicas (rapido descenso a las 2 h. y desaparicion total a las 24 h.),
la cinética se torna bifasica haciendo que, para tiempos entre las 2 y 4 hs post
administracion, la concentracion local sea mas sostenida y particularmente significativa
para el punto de 4 h. La implicancia de esta observacién es muy importante dado que
esta permanencia local del GM-CSF permite un efecto estimulatorio mas sostenido para
las putativas células presentadoras de antigenos que se encuentren, arriben o maduren
en ese sitio. Aunque luego la concentraciéon disminuye, se ha logrado un efecto local
que podria estar asociado al aumento intratumoral en el infiltrado inflamatorio
observado en los experimentos con criocirugia + GM-CSF.

Este efecto no se logré reproducir cuando se co-inyectd la citoquina con una
suspension de células tumorales irradiadas, ni tampoco es dependiente de la perfusion
vascular del tumor, dado que el perfil cinético para el tumor B16 (mas vascularizado
que el tumor MEL-J) no presenta diferencias respecto al observado para el tumor IIB-

MEL-J (Fig. 31 B).

En vista de que la citoquina no es retenida subcutaneamente como sucede en el
tumor, se evaluo si se podria lograr un efecto acumulativo en la administracion
subcutanea adoptando una estrategia de inoculacién de mas de una dosis de GM-CSF,
espaciadas cada 24 h. Como se observa en la Fig. 32 y acorde con lo antes mencionado,
después de cada nueva administracion de la citoquina iodinada existe un rapido
descenso de la concentracion a las 2 h. Sin embargo, y aunque discreto, se advierte un
efecto acumulativo local que alcanza valores significativos luego de administradas la

segunda y tercera dosis de '>’I-GM-CSF (a las 28, 52 y 72 h.).
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Por lo tanto, en el caso que la citoquina sea administrada subcutaneamente esto

permite definir un esquema de administracion de varias dosis de 100 ng GM-CSF
espaciadas cada 24 h., con lo cual se consigue una leve acumulacion in situ (~ 36.6 %
de la dosis inyectada 4 h. después de la inyeccion de la tercera dosis y un aumento de
2% 24 horas después de inyectada la tercera dosis). Este dato resulta particularmente
interesante para su aplicaciéon en estrategias vacunales donde se inyecte la citoquina
conjuntamente con antigenos tumorales, ya que esto permitiria favorecer una captacién

de los antigenos en forma mas eficiente.
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DISCUSION

La aplicacion de radioterapia en melanoma IIB-MEL-J no indujo la llegada de
una importante infiltracién pero produjo anomalia, gigantismo y vacuolizacién de las
células tumorales previo a la muerte. En cambio, los resultados obtenidos con
crioterapia indujeron una mayor infiltracion de varios tipos celulares con predominio de
PMN y macréfagos. Aqui, el rapido congelamiento y la lenta recuperacion de la
temperatura es la clave de la destruccidon por criocirugia (Orpwood, 1981; Mazur ,
1984; Turk, 1999; Zouboulis, 1999], produciendo ruptura de membranas y liberacion
del contenido celular, lo que estaria comportandose como sefiales de atraccion para las

células inflamatorias.

Un analisis cuantitativo detallado de las células infiltrantes demostré que la
necrosis inducida por la crioterapia aument6 en forma muy significativa la infiltracion
peritumoral. Tempranamente, 1,30 h. luego de la aplicacion del rocio de nitrégeno
liquido, se observo una rapida respuesta de PMN al sitio tumoral, con vasos densamente
poblados pero poca extravasacion. Luego, cambios morfologicos en las células
endoteliales como hiperplasia, aspecto cuboide y protrusioén nuclear indicaron un estado
activado del endotelio, manifestaciones previamente reportadas por Cotran y Pober
[1988]. En consecuencia, asumimos que tal induccion del endotelio, ademas del dafio
vascular, estarian favoreciendo la extravasacion de las células inflamatorias que se
detecta 6.5 hs luego del tratamiento. Los macrdéfagos se ven reclutados en una densidad
muy importante entomno al dia 3 post tratamiento y persisten en el sitio tumoral hasta el
dia 15. Cabe sefialar que la temprana llegada de PMN y la posterior apariciéon de
macrofagos reproduce la cinética descripta para fendmenos inflamatorios agudos
[Melnicoff, 1989] e incluso a la reaccion producida en melanomas luego de tratamientos
con TNF-a y melfalan [Nooijen, 1998]. Estas semejanzas sugieren que una vez que la
necrosis o daflo se establece, los mecanismos inflamatorios son semejantes y la
explicacion radicaria en el perfil de citoquinas que se libera, siendo un pico de IL-8 y
luego de MCP-1, los responsables del reclutamiento de PMN y macrofagos,

respectivamente [Sallusto, 1999].
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En este mismo modelo, la inyeccidn intratumoral de GM-CSF resulté mejor
adyuvante de la respuesta inflamatoria lograda con la crioterapia. Particularmente, de
aplicacion mejora significativamente la temprana infiltracién intratumoral de PMN y

macrofagos.

Otro de los puntos analizados fue la respuesta humoral al tratamiento con
crioterapia. Considerando que el modelo murino carece de linfocitos T maduros, se
considera de importancia el aumento (titulo 1/25-1/50) de los anticuerpos anti
melanoma en 4/10 y 4/12 ratones tratados con crioterapia sélo y con crioterapia mas
GM-CSF, respectivamente. Esta evidencia permitiria sugerir que la inflamacion
inducida por la necrosis no transcurre sélo como un fenémeno de respuesta aguda al
dafio sino que, probablemente, sea entendida como una sefial de peligro que - como
proponen algunos autores [Sauter 2000]- induciria la llegada y activacion de células.
Ademas, los anticuerpos pueden tener una funcidén importante en la respuesta contra
células tumorales a través de la activacidn del complemento o mediante el proceso de
ADCC. Es sabido que el tipo de anticuerpos que podrian favorecer estos procesos son
anticuerpos del tipo IgG. La existencia de un timo quistico rudimentario en los ratones
nude [Hsu, 1975] podria dar cuenta de los bajos niveles de IgG2a encontrados
ocasionalmente en los sueros de algunos de los animales tratados (datos no mostrados).
Principalmente los isotipos preponderantes fueron IgM e IgG3; y en este ultimo caso, el

switch de clase es T independiente [Mongini, 1982].

Para que exista una actividad citotoxica mediada por anticuerpos se requiere de
anticuerpos especificos. En este modelo de tumores xenotransplantados fue en cierta
forma predecible encontrar reactividad contra antigenos humanos normales tanto como
contra antigenos tumorales, dado que ambos son “vistos” como “no propios” en el ratén
nude. Entonces, la infiltracion de granulocitos observada y los anticuerpos dirigidos
contra las células tumorales podrian contribuir a destruir células tumorales por ADCC.
La citotoxicidad hacia las células tumorales seria mayor en presencia del GM-CSF dado
que se ha visto que esta citoquina puede preparar a los granulocitos para producir una

mayor citotoxicidad (priming) [Kushner, 1989].
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Segun se ha reportado, la muerte celular por necrosis activa sefiales de stress
responsables del reclutamiento de CD, efecto que no logran producir las células viables
ni aquéllas muertas por procesos apoptoticos [Galluci, 1999]. Més aun, la exposicién de
CD inmaduras a células necrdticas proveen estimulos de maduracién, criticos para el
desarrollo de una respuesta inmune [Sauter, 2000]. Cabe recordar que las CD inmaduras
se caracterizan por su avidez en captar y procesar antigenos, para luego durante la
maduracion, ganar capacidad presentadora en su transito a los ganglios [Banchereau,
1998]. En nuestro enfoque experimental encontramos que cuando se indujo necrosis por
criocirugia, se evidenciaron cambios en la cantidad y distribucién de las CD reclutadas.
La migracion de epidermis a capas mas profundas de la dermis podrian reflejar la
habilidad de estas células de presentar antigenos en su transito a los ganglios linfaticos
drenantes [Kimber, 2000].

También es importante sefialar el incremento en la poblacién de macrofagos y su
probable estado activado (sugerido por el aumento en la reactividad del marcador
F4/80). Esta evidencia es de relevancia si se considera que no sé6lo las CD pueden actuar
como células presentadoras de antigenos, dado que se ha visto que algunos monocitos
inflamatorios pueden transformarse en macréfagos en el tejido subcutaneo, y después de

realizar fagocitosis, logran diferenciarse a CD en el ganglio linfatico [Randolf, 1999].

Por lo tanto, del dafio tumoral, en conjunto con los PMN y macrofagos podria
contribuir al establecimiento de una respuesta inmune contra el tumor. Esto seria debido
a que, cuando las células tumorales mueren, liberan su contenido intracelular
incluyendo proteinas heat-shock, con lo cual se activaria a los PMN circundantes para
producir citoquinas proinflamatorias y reclutar células presentadoras. Complejos de
proteinas heat-shock con péptidos antigénicos derivados del tumor podrian ser captados
por los macréfagos activados y las CD, y a su vez cross-presentados a células T
especificas via moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase I

(Esquema) [Wells, 2000, Bennet, 1997].
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Los resultados obtenidos sobre el efecto adyuvante del GM-CSF en el aflujo de
células inflamatorias ubicadas intratumoralmente son interesantes considerando el
efecto negativo para el crecimiento tumoral postulado para este tipo de infiltracién, y
sobre el cual se mencionara previamente (Capitulo II).

Si bien el valor inmunoestimulatorio de esta citoquina se refuerza gracias al
creciente cumulo de evidencias provenientes de su evaluacidon experimental y clinica
[Dranoff, 1993; Si, 1996; Soiffer, 1998; Nasi, 1999; Klein, 2000], es muy dificultoso
extrapolar esquemas y dosis de aplicacién entre ambos sistemas: el humano y el
experimental murino. Mas complejo alin se torna el panorama cuando se tratan de
comparar diversas estrategias de administraciéon de la citoquina (intradérmico, como
células transducidas o transfectadas para su produccion, como plasmidos de expresion,
intralesidn, etc..). Pero si nos restringimos a la administracién intratumoral, una dosis

aplicable en humanos (10-80pg/ inyeccion/sitio tumoral; Nasi, 1999) seria de una gran
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toxicidad para el ratédn, ya que a tumores de dimensiones similares, habria varios
ordenes menos de diferencia en el peso corporal del raton.

Por ello, se considerd importante ajustar la dosis a administrar para garantizar un
efecto positivo en términos de células reclutadas minimizando la toxicidad. Asimismo,
las diferencias en el tiempo de retenciéon del GM-CSF segun el sitio donde se inyectase,
llevo a buscar un esquema de administracién que lograra simular el efecto algo mas
sostenido observado en el tumor. Asi, se encontréd un efecto acumulativo tras aplicar
tres dosis (una por dia) de GM-CSF de 100 ng. De esta manera se lograria un
microambiente estimulatorio mas propicio para que las células presentadoras tengan
chances de reconocer los antigenos liberados durante la necrosis o infundidos
exdgenamente, y puedan ser captarlos para migrar a los ganglios regionales para realizar

la presentacidn antigénica.

Actualmente se dispone en el laboratorio de un modelo de vacuna anti
melanoma donde la administracion de células irradiadas en presencia de GM-CSF, mas
subsecuentes refuerzos de la citoquina en el sitio vacunal, mejoran su valor protector si
se compara con la administracién de soélo células tumorales. Asimismo, existen
experimentos en marcha tendientes a evaluar los beneficios en la proteccion que pueda

aportar la incorporacion de células necréticas a este esquema vacunal.
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CONCLUSIONES

Este trabajo de Tesis se ha centrado en estudiar las relacion entre CE y células
inflamatorias y el papel de la vascularizacién en el desarrollo tumoral, asi como la
evaluacién del efecto de citoquinas como el GM-CSF y MCP-1 en la modulacién del
infiltrado inflamatorio en el tumor.

De los resultados presentados y discutidos en los capitulos precedentes pueden extraerse

las siguientes conclusiones:

Se ha logrado una reproducible y clara inmunodeteccion de la presencia de la
neovascularizacién tumoral en tumores mamarios murinos mediante la utilizacién
del AcM MECI13.3, dirigido contra la molécula de adhesion CD31. El patrén
angiogénico en estos tumores guardo relacion con la tasa de crecimiento y el potencial
metastasico. Esto implica disponer de una herramienta que permite evaluar el
comportamiento del tumor como indicador pronodstico a semejanza de lo
observado en humanos. Ademas se describié la presencia de células aisladas
inmunoreactivas para CD31 que podrian estar relacionadas al establecimiento de
la red vascular dado que presentaron una cinética inversa al desarrollo

angiogénico.

El AcM antes mencionado permitio el aislamiento de CE microvasculares, lograndose el
establecimiento de una linea de CE murina derivada de tejido renal, REC-A4, que
es la primera en su tipo para el modelo murino. REC-A4 fue positiva para CD31 y
otras moléculas de adhesién como VCAM-1, ICAM-1 y ELAM-1, present6 expresion
de vWTf , captacion de particulas de LDL acetilado y sensibilidad a Shigatoxina-1 (13-
20%). Esta susceptibilidad puede potenciarse en presencia de estimulos
proinflamatorios, rasgo que explicaria la particular sensibilidad del endotelio renal al
dafio por la toxina en el Sindrome Urémico Hemolitico. Las diferencias encontradas
entre REC-A4 y la linea microvascular de pulmén utilizada como referencia en
cuanto a la positividad para ELAM-1, VE-caderina y en la respuesta a Shigatoxina
contribuye a comprender las diferencias locales de los endotelios de distintos

tejidos.
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A través del estudio de melanomas metastasicos humanos, se determiné que la
quemoquina esta presente en el 100% de las biopsias analizadas. El porcentaje de
células positivas para MCP-1 y su grado de expresion son variables pero se advierte que
sélo aquellos tumores con el 100% de sus células positivas son los mas intensamente
reactivos para MCP-1. La vascularizacion se correlacioné positivamente con la

intensidad de expresion de MCP-1.

La importante presencia de macroéfagos infiltrantes dentro del tumor se encontré
particularmente asociada a areas de gran densidad microvascular pero no
asociado a estructuras vasculares de gran calibre. Esta evidencia sugiere cierta
asoclacion ya sea como consecuencia de la accidén angiogénica de tales macrofagos, o
debido a que revelan la via de extravasacién al tumor frente al estimulo

quimioatractante que éste produce.

La transfeccion de la linea de melanoma humano IIB-MEL-J para la produccién
de MCP-1 produjo células con un fenotipo caracterizados por su menor tamailo,
menor adhesiéon al endotelio y mayor capacidad migratoria frente a medios
condicionados ricos en componentes de matriz extracelular, lo que podria estar
evidenciando efectos regulatorios de MCP-1 sobre ciertas moléculas de adhesion del

tipo integrinas o algunas otras proteinas relacionadas a la migracién y adhesion.

Los tumores producidos por la linea productora de MCP-1 presentaron una
infiltracion significativa de macroéfagos ubicados tanto peritumoralmente como
intratumoralmente, algunos de los cuales presentaron signos de activacién como la
presencia de melanina y gran actividad en sus citoplasmas. Sin embargo, la
tumorigenicidad in vivo es semejante a la de la linea parental. Estos hechos
sugieren la ausencia de una respuesta efectora antitumoral importante en este
sistema. Resulta ser, por lo tanto, un modelo interesante para intervenir exégenamente

de manera de conseguir un aumento de la actividad contra el tumor.

La induccion de necrosis por crioterapia de melanomas humanos transplantados en

ratones nude produjo eventos tempranos como congestion, edema y activacion de CE.
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La extravasacion de PMN al sitio del tumor comenzé rapidamente, haciendo un pico a
los 3 dias post-tratamiento y la llegada de macroéfagos fue maxima en tomo al dia 7

persistiendo hasta el final del periodo de observacién (15 dias).

El reclutamiento inflamatorio evocado por la necrosis produjo un importante
infiltrado peritumoral en todos los grupos criotratados. Los datos obtenidos de las
inmunohistoquimicas para marcadores especificos revelaron un aumento muy
importante de células reactivas para F4/80 y DEC205. Particularmente, las células
DEC205+, escasas en la epidermis de los animales controles, aumentaron su

representatividad en zonas de la dermis proximas al tumor luego del tratamiento.

La adyuvancia con GM-CSF, en una tnica dosis 24h. después de la crioterapia,
condujo a un aumento significativo del aflujo de PMN y macréfagos

intratumorales.

A través del estudio de la estabilidad del GM-CSF iodinado se determiné que la
citoquina desaparece rapidamente después de su inyeccion subcutanea,
permaneciendo aproximadamente un 10% de las dosis inyectadas a las 4 h. y un 0.76%
a las 24 h. La desaparicién de esta citoquina administrada intratumoralmente presenta
una curva bifasica y a las 4 h. se advierte una retencion significativamente mayor
(aproximadamente del 40%) del GM-CSF inicialmente inyectado. Este efecto no se
reproduce al inyectar la citoquina conjuntamente con una suspension de células

tumorales.

La permanencia local del GM-CSF administrado intratumoralmente fue cuatro
veces superior que si se administrase en forma subcutanea. Este efecto mas
sostenido redundaria en un estimulo funcional para las células presentadoras de
antigenos que se encuentren, arriben o se diferencien en el sitio. Asimismo, podria
explicar el aumento de células infiltrantes intratumorales observados en los

experimentos de induccion de necrosis por crioterapia y GM-CSF.

Aplicando un esquema de inyeccion de varias dosis espaciadas cada 24 h para

administraciones subcutineas, se consiguié producir un efecto acumulativo.
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Aunque modesto, este efecto reviste cierto interés al momento de implementar el uso de

GM-CSF como adyuvante en esquemas vacunales.

Ademas, cabe destacar que este trabajo de Tesis contribuye con:
(a) La obtencion de la primera linea microvascular renal de origen murino,
importante para el estudio de procesos fisiopatolégicos que involucran CE tejido-

especificas.

(b) El desarrollo de un modelo de estudio del melanoma humano productor de
MCP-1, modelo que resulta interesante para evaluar el rol de los macroéfagos y los
efectos regulatorios que induciria la expresion de la quemoquina en la biologia de

la célula del melanoma.

(c) Una estrategia experimental para promover -mediante una seifial de peligro
aguda- la llegada de células presentadoras de antigenos al tumor y un esquema de
administracion para GM-CSF que resulta adyuvante para el reclutamiento

intratumoral y peritumoral de células inflamatorias al tumor.



AcM:
ADCC:
CD:

CE:
cpm:
DMEM:
ECGS:

ELISA:
FBS:
FITC:

GM-CSF :

GM-CSF:
HBSS:
HUVEC:
ICAM-1:
IFN-y:
JAM :
LAM-1:
LDL:
LPS:
MCP-1:
MHC:
MTT:
NK:
PBS:

PECAM-1:

PMN:
QS21:
REC:
REG:
REL:
sbn:
Stx-1:
TADC:
TAM:
TNF-a.:
VCAM-1:
VLA-4:
vWF:

Abreviaturas

ABREVIATURAS

anticuerpo monoclonal

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo

células dendriticas

células endoteliales

cuentas por minuto

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

factor de suplemento endotelial (endothelial cell growth
supplement)

enzyme linked immunosorbent assay

suero fetal bovino

isotiocianato de fluoresceina

factor estimulador de colonias granulocito-macrofagicas
factor estimulante de colonias granulocito-macrofagicas
solucién salina balanceada (Hank's balanced salt solution)
células endoteliales de cordén umbilical

intercellular adhesion molecule 1

interferén gamma

junctional adhesion molecule

leukocyte adhesion molecule 1

lipoproteinas de baja densidad (low density lipoproteins)
lipopolisacaridos bacterianos

monocyte chemoattractant protein 1

complejo mayor de histocompatibilidad

3(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-5,5-diphenyl-tetrazolium bromide
células natural killers

buffer fosfato salino

platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-I
linfocitos polimorfonucleares

saponina de Quillaja saponaria Molina

células endoteliales renales (renal endothelial cells)
reticulo endoplasmatico granular

reticulo endoplasmatico liso

sobrenadante

Shigatoxina-1

tumor-associated dendritic cells

tumor-associated macrophages

factor de necrosis tumoral

vascular cell adhesion molecule 1

very late activation antigen-4

factor de von Willebrand
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