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PARTICIPACION DE CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO EN LA
ANGIOGENESIS Y LINFOANGIOGENESIS TUMORAL. PAPEL DEL
SISTEMA COLINERGICO NO NEURONAL

La progresion tumoral es un proceso complejo con mdltiples etapas.
En este trabajo estudiamos el rol de los macrofagos (Mfs) de portadores del
tumor LMM3, derivado de un adenocarcinoma mamario murino metastésico de
aparicibn espontanea en la cepa BALB/c, en la angiogénesis Yy
linfoangiogénesis, dos procesos cruciales en la tumorigénesis, asi como su
regulacion por el sistema colinérgico no neuronal.

En nuestro modelo se purificaron Mfs peritoneales de portadores del
tumor LMM3 a los 5, 7 y 14 dias (MfsT5, MfsT7 y MfsT14) post-inoculacién
subcutanea. Observamos que el co-cultivo de células LMM3 con MfsT7 en la
relacion 100:1 potencio la neovascularizacién dérmica producida por las células
LMM3, concomitantemente con un aumento en la expresion de CD31 y del
factor de crecimiento del endotelio vascular-A (VEGF-A) marcadores
angiogénicos.

Sélo los MfsT7 y los MfsT14 indujeron per se, una respuesta
angiogénica positiva tan potente como la que producen las células LMM3. En
esta respuesta participan principalmente productos de las enzimas arginasa y
ciclooxigenasa (COX) que se expresan en ambas poblaciones celulares.

Demostramos que los Mfs expresan constitutivamente receptores

muscarinicos y su estimulacion con el agonista carbacol (CARB) potencia la
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respuesta angiogénica exclusivamente en los MfsT7, principalmente por
activacion de los subtipos M; y M3 que se acoplan a las enzimas arginasa y
COX.

Los MfsT estimulan la linfoangiogénesis tumoral y son linfoangiogénicos
per se porgue producen un aumento de la expresién de LYVE-1 y VEGF-C,
marcadores de vasos linfaticos, en el sitio de inoculacion. El tratamiento de los
MfsT7 con CARB solo incrementd la expresion de VEGF-C.

Concluimos que solo los MfsT7 potencian e inducen la respuesta
angiogénica, efecto que es regulado por receptores muscarinicos. Ademas los
MfsT promueven la linfoangiogénesis desde estadios precoces de portacion del
tumor y este proceso no parece estar controlado por el sistema colinérgico no

neuronal.

Palabras claves: macrofagos, angiogénesis, linfoangiogénesis, receptores

muscarinicos, cancer de mama.
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PARTICIPATION OF ANTIGEN PRESENTING CELLS IN TUMOR
ANGIOGENESIS AND LYMPHANGIOGENESIS. ROLE OF NON-NEURONAL
CHOLINERGIC SYSTEM

Tumor progression is a multiple step and very complex process. In this
work, we investigate the role of peritoneal macrophages (Mps) purified from
LMM3 tumor bearers in angiogenesis and lymphangiogenesis and the regulation
of both processes by the non-neuronal cholinergic system. This tumor is a cell
line obtained from a lung metastases of the mammary adenocarcinoma MM3
that spontaneously arose in BALB/c female mice.

In our model, peritoneal Mps were obtained from LMM3 tumor bearing
mice 5, 7 and 14 days (T5Mps, T7Mps and T14Mps) after subcutaneous
inoculation. We observed that co-cultivation of LMM3 cells with T7Mps (100:1)
increased skin neovascular response induced by LMM3 cells and produced up-
regulation of the angiogenic markers, CD31 and vascular endothelial growth
factor-A (VEGF-A).

Only T7Mps and T14Mps were angiogenic per se and their responses
were comparable to that exerted by LMMS3 cells alone. Products of arginases
and cyclooxygenases (COX) which are expressed in both populations of Mps,
participated in neo-angiogenesis.

We demonstrated that Mps expressed functional muscarinic receptors
and its stimulation by the synthetic agonist carbachol (CARB) in T7Mps
potentiated blood vessels formation, mainly by activation of M; and M3 receptors

subtypes that could be coupled to arginase and COX.
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TMps also stimulate lymphatic vessels formation induced by LMM3 cells.
They are lymphangiogenic per se, and induce an increase in LYVE-1 and
VEGF-C expression in the site of inoculation. Only the treatment of T7Mps with
CARB increased VEGF-C expression.

We conclude that only T7Mps potentiate and induce angiogenesis, effect
that is regulated by muscarinic receptors activation. In addition, TMps increase
and induce lymphangiogenesis in very early tumor LMMS3 bearers. Modulation of

this process by non-neuronal cholinergic system needs further investigation.

Key words: macrophages, angiogenesis, lymphangiogenesis, muscarinic

receptors, breast cancer.
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Ac: acetilcolina.

AG: aminoguanidina.

AMPc: monofosfato ciclico de adenosina
BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato-p-toluidina.
CARB: cloruro de carbamilcolina.

COX: ciclooxigenasa.

DAG: diacilglicerol.

D-MEM: medio de cultivo minimo esencial.
DTT: ditiotreitol.

EDTA: acido etilendiaminotetracético.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.
EGTA: acido etilenglicoltetracético.

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos.
GC: guanilil ciclasa.

G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos.
GMPc: monofosfato ciclico de guanosina.
HCI: &cido clorhidrico.

HGF: factor de crecimiento de hepatocitos.
HIF-1: factor inducible por hipoxia-1.

IL-1: interleuquina-1.

IPs: 1, 4, 5-trifosfato de inositol.

INDO: indometacina.

L-NAME: éster metilico de N“-nitro-L-arginina.

L-NMMA: N®-monometil-L-arginina.
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MAT: macrofagos asociados al tumor.

MCP-1: proteina quimioatractante de monocitos-1

M-CSF: factor estimulante de colonias macrofagicas.

Mfs: macréfagos.

MEC: matriz extracelular
MgCl,: cloruro de magnesio.
MMPs: metaloproteasas.
MnCl,: cloruro de manganeso.
NA: noradrenalina.

NaCl: cloruro de sodio.
NaHCOg: bicarbonato de sodio.
Na,HPO,: fosfato disodico.
NaH,PO,: fosfato monosadico.
NaNOz: nitrato de sodio.

NBT: nitro azul de tetrazolio.
NCDC: 4-carboxifenil-N, N-difenilcarbamato.
NO: éxido nitrico.

NOHA: N”hidroxi-L-arginina.

NOS: 6xido nitrico sintasas.

NS-398: N-(2-ciclohexil-oxi-4-nitrofenil)-metanosulfonamida.

PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno-1.
PBS: buffer fosfato salino.
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaguetas.

PG: prostaglandina.
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PIGF: factor de crecimiento placentario.

PLC: fosfolipasa C

PMSEF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

RM: receptor muscarinico.

RN: receptor nicotinico.

SCnN: sistema colinérgico no neuronal.

SDS: dodecil sulfato de sodio.

SFB: suero fetal bovino.

SNA: Sistema Nervioso Autbnomo.

SNAP: Sistema Nervioso Autonomo Parasimpatico.
SNC: Sistema Nervioso Central.

SNS: Sistema Nervioso Somaético.

TEMED: N, N, N, N'-di-dimetilaminoetanol.
TGF-p: factor de crecimiento transformante-beta.
TNF-a: Factor de necrosis tumoral-alfa.

t-PA: activador del plasmindgeno tipo tisular.
u-PA: activador del plasmindégeno tipo uroquinasa.
VAL: valina.

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular.
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1. ASPECTOS GENERALES DE LA ANGIOGENESIS

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos a
partir de otros preexistentes y comprende una secuencia de eventos que es
fundamental para muchos procesos fisiolégicos tales como el desarrollo
embrionario, la reparacion de heridas, la formacién del cuerpo lateo y del

endometrio uterino en el ciclo menstrual durante la adultez.

En cambio, la vasculogénesis es el proceso de formacion de vasos
sanguineos a partir del ensamblaje de angioblastos, precursores
endoteliales  diferenciados, en una red vascular  primitiva.
Subsecuentemente, las células endoteliales proliferan y el lecho vascular
naciente se expande y remodela formando una red madura que posibilita la
circulacibn sanguinea, siendo éste el proceso que se denomina
angiogénesis (Carmeliet P, 2000). Ademds, colaboran otras células de
soporte, como los pericitos y células musculares que favorecen la
maduracion y el funcionamiento de los vasos sanguineos. Entre estas
células existe una matriz extracelular (MEC) especializada que se denomina

lAmina basal.

En condiciones fisiologicas, la angiogénesis esta estrictamente
controlada mediante el equilibrio de factores anti-angiogénicos y pro-
angiogénicos. Un cambio en el balance a favor de los factores pro-

angiogénicos puede conducir a un crecimiento inadecuado de los vasos
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sanguineos, desempefando un papel esencial en una serie de patologias: la
ateroesclerosis, la artritis reumatoidea, la psoriasis, la retinopatia diabética y
el crecimiento tumoral (Tabla 1). Asi por ejemplo, en la artritis el crecimiento
de un pannus vascular puede estar mediado por una concentracion excesiva
de factores angiogénicos producidos por los macréfagos (Mfs) infiltrantes,

otras células del sistema inmune o células inflamatorias.

Procesos Fisioldgicos Procesos Patoldgicos
< Cicatrizacion < Crecimiento tumoral y metéastasis
< Reparacion de fracturas < Psoriasis
< Formacion del cuerpo lateo < Retinopatia diabética
« Vascularizacion del endometrio « Artritis reumatoidea
< Implantaciéon del embridn < Hemangioma
< Desarrollo de la placenta < Sarcoma de Kaposi
< Desarrollo embrionario y crecimiento < Endometriosis
postnatal

Tabla 1: Algunos procesos fisiolégicos y patolégicos en los que estd implicada la
angiogénesis.

En la retina de pacientes diabéticos se produce con frecuencia una
proliferacién descontrolada de capilares que provoca alteraciones graves de

la vision, pudiendo ser causa de ceguera.
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Los tumores sélidos, al neovascularizarse reciben un suministro de
sangre adecuado que aporta oxigeno y nutrientes y promueve su
crecimiento local y la diseminacién a oOrganos distantes del mismo con

formacién de metastasis.

Asimismo, otras patologias como la isquemia del miocardio o de los
miembros inferiores, mejorarian mediante la promocion de la formacion de
vasos sanguineos funcionales por factores pro-angiogénicos (Carmeliet P,

2003).

1.1. Etapas del proceso angiogénico

La angiogénesis clasica o brotacién es un proceso complejo que
consta de varias etapas que estan muy reguladas en el tiempo y en el
espacio. Cada paso implica una complicada interrelacién entre reactividad
celular, factores solubles y componentes de la MEC. Diversas sefales son
capaces de iniciar el proceso angiogénico, principalmente el estrés
metabdlico y la hipoxia pero también la respuesta inmune o inflamatoria.
Todos estos procesos son controlados principalmente por factores proteicos
gue se unen a receptores de la membrana de las células endoteliales,
originando una cascada fosforilativa y activando la expresion de genes
especificos involucrados en la proliferacion de dichas células (Nishida N y

col., 2006).
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En un intento de simplificacién, el proceso angiogénico puede
esquematizarse en cuatro etapas, cada una de las cuales supone un posible
blanco para su intervencion farmacolégica (Fig. 1). Puede comenzar por la
activacion de las células endoteliales bajo la accion de una serie de
citoquinas angiogénicas y de otros mediadores fisioldgicos. Entre los
factores de crecimiento promotores de la angiogénesis que estan mejor
caracterizados, se destacan algunos factores de tipo polipeptidico tales
como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento placentario
(PIGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a )
(Fig. 1 A). Otros mediadores solubles de la angiogénesis son el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el 6xido nitrico (NO). La
activacion del endotelio quiescente por accibn de las citoquinas
mencionadas suele tener lugar mediante la unibn a sus respectivos
receptores del tipo tirosina quinasa. Algunos de estos receptores se
expresan preferentemente en células endoteliales, como es el caso de los
dos receptores de VEGF, denominados VEGFR-1/Flt-1 y VEGFR-2/Flk-1
(Yancopoulos GD y col., 2000). También se ha descrito un tercer receptor
del tipo tirosina quinasa, el VEGFR-3, relacionado estructuralmente con los

anteriores y que parece estar expresado en el endotelio linfatico.
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A

e

Pericitos

Matriz
extracelular

VEGF
PIGF
FGF
HGF
TNF-a
y otros

Figura 1: Etapas del proceso angiogénico. A) Iniciacién de la angiogénesis y respuesta
proliferativa. B) Produccién de proteasas de la matriz extracelular. Degradacion de la ldmina
basal. Pericitos (azules), células endoteliales (rosa) proteinas plasméticas (lineas azules),
factores angiogénicos (verdes).

Una vez que las células endoteliales se activan por accion del
estimulo angiogénico, su fenotipo cambia notablemente. Ademas de
producirse un cambio en su forma, de plana a redondeada, se produce la
liberacibn de una serie de proteasas que le permitiran degradar su
membrana basal. Para esto se requiere la separacion de los pericitos que

recubren la pared del vaso sanguineo.

Aunque diversas familias de proteasas han sido implicadas en el
proceso de la angiogénesis, las que parecen tener un papel mas importante
son el activador del plasminégeno y las metaloproteasas de la MEC (MMPs).
Durante la migracion de las células endoteliales, el FGF induce la expresion
del activador del plasmindégeno tipo uroquinasa (u-PA) o de tipo tisular (t-

PA), del inhibidor del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1) y del receptor de
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u-PA. El factor angiogénico VEGF también estimula la produccion por las
células endoteliales de los activadores de plasminégeno y de sus
inhibidores. Por otra parte las MMPs participan en situaciones que requieren
angiogénesis, tales como la artritis y la cicatrizacion de heridas. Algunos
factores angiogénicos, tales como VEGF, FGF, TNF-a e interleuquina-1 (IL-
1) estimulan la produccién de MMP-1, MMP-3 y MMP-9 por las células
endoteliales. Ademas, algunos inhibidores de MMPs son inhibidores de la

angiogeénesis in vivo e in vitro (Griffioen AW y Molema G, 2000).

Durante la angiogénesis, la accion degradadora ejercida por las
enzimas proteoliticas participa en al menos tres pasos del proceso: ruptura
de la membrana basal, migracion de las células endoteliales y formacion del
lumen vascular. Estas enzimas también pueden modular la actividad de los
factores angiogénicos ya sea por la activacion directa de citoquinas latentes,
tales como el TGF-p, o de forma indirecta liberando citoquinas unidas a la

MEC, como el FGF (Fig. 1 B).

En respuesta al estimulo angiogénico, las células endoteliales migran
desde el lecho vascular hacia dicho estimulo, invadiendo el tejido conectivo y
el parénquima. Ademas, la migracion de estas células implica la interaccion
de las mismas con moléculas tales como fibronectina y laminina, mediada
por sus receptores o por integrinas y proteinas de adhesién celular (Fig. 2

A).
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El proceso de diferenciacion de las células endoteliales para dar lugar
a la formacion de capilares no esta completamente caracterizado, aunque
debe estar perfectamente controlado de modo que las células endoteliales
gue proliferan no ocluyan el lumen de los capilares que se van formando. A
medida que el nuevo brote se forma, algunas de las células vuelven al
estado de reposo para formar las paredes de los nuevos capilares y
comienzan a producir la MEC y la membrana basal necesarias para

estabilizarlos (Fig. 2 B) (Rundhaug JE, 2005).

Células
endoteliales
migrando

Figura 2: Etapas del proceso angiogénico. A) Migracién del endotelio e invasion tisular. B)
Sintesis de una nueva ldmina basal y maduracion de los vasos. Pericitos (azules), células
endoteliales (rosa) proteinas plasméaticas (lineas azules), factores angiogénicos (verdes).

Existen otros mecanismos por los cuales se originan nuevos vasos
sanguineos en el adulto. Estos son la angiogénesis sin brotacion o

intususcepcién, la elongacion y la incorporacion de células
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progenitoras endoteliales circulantes (Fig. 3).

BROTACION

ELONGACION

CPE circulante

INTUSUSCEPCION

Figura 3: Representacion esquemaética de los 4 mecanismos de angiogénesis: brotacion,
sin brotacion o intususcepcion, elongacién e incorporacidn de células progenitoras
endoteliales (CPE) circulantes. Las células quiescentes se muestran en azul, las células
endoteliales en proliferacién en rojo y la CPE en amarillo.

La angiogénesis sin brotacion o intususcepcién es un proceso que
comienza con el nacimiento de paredes microvasculares opuestas en el
lumen capilar creando una zona de contacto entre células endoteliales (Fig.
4 ayb). Luego de que se produce el contacto (Fig. 4 c) la bicapa endotelial
es perforada, entonces se produce una reorganizacibn de contactos
intercelulares y se forma un pilar transluminal que luego es invadido por
fibroblastos y pericitos (Fig. 4 d). Este tipo de angiogénesis predomina

durante la organogénesis del pulmén (Djonov V y col., 2003).
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Figura 4: Esquema tridimensional que representa la generacién de nuevos segmentos
vasculares por intususcepcion (a-d). Representacion bidimensional del panel superior (a"-d")
Las células endoteliales (CE) situadas sobre los lados opuestos de un tubo capilar
sobresalen en su lumen hasta que se ponen en contacto unas con otras (c’). Una vez
establecido el contacto, se forman las uniones interendoteliales y se reorganiza la bicapa
endotelial en el centro, formandose un pilar transluminal que es invadido por fibroblastos
(Fb) y pericitos (P) (d").

La elongacién y ensanchamiento de los vasos ocurre probablemente
en tejidos en crecimiento que constantemente se reorganizan en respuesta a
las demandas metabdlicas de las células circundantes, un proceso conocido

como remodelacion (Fig. 3) (Risau W, 1997).

El cuarto mecanismo mencionado consiste en una pequefia
proporcién de células mononucleares circulantes que fue identificada como
células progenitoras endoteliales (CPE) que tienen la capacidad de
incorporarse a vasos en crecimiento, pero no a vasos quiescentes. Estas
células reflejan el fenotipo de angioblastos embrionarios, con la capacidad
de circular, proliferar y diferenciarse en una célula endotelial madura (Fig. 3)

(Asahara T y col., 1999; Gargett CE y Rogers PAW, 2001).
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1.2. Angiogénesis tumoral

Los tumores inducen la formacion de vasos sanguineos por medio de
la secrecién de varios factores de crecimiento como el VEGF y el FGF. Para
lograr el crecimiento del tumor desde unos pocos milimetros (1 6 2 mm) a
una masa de volumen mayor es necesario el aporte de oxigeno y nutrientes.
La hipoxia es precisamente una sefal potente para desencadenar el proceso
de neovascularizacion y como consecuencia el crecimiento del tumor

(Folkman J, 1990).

Por otra parte la angiogénesis es también imprescindible para la
diseminacion de un tumor, por via hematdgena. Las células malignas
pueden desprenderse del tumor primario entrar en un vaso sanguineo y
trasladarse a un sitio distante, donde pueden implantarse y comenzar el

crecimiento de un tumor secundario 0 metastasis.

Por muchos afios, la vascularizacién tumoral fue explicada solamente
por el crecimiento hacia el tumor de nuevos vasos a partir de otros
preexistentes. Sin embargo, en los ultimos afos, se han reconocido otros
mecanismos. Estos son la incorporacion de CPE que ya hemos mencionado
anteriormente, vasos mosaico y mimetismo vascular. Estos mecanismos
diferentes pueden coexistir en el mismo tumor o pueden producirse en un
tipo especifico de tumor o en un ambiente determinado. Por ejemplo, en el

melanoma uveal, un tumor ocular, se ha descripto mimetismo vascular y
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angiogénesis con brotacion cuando es implantado subcutaneamente en

ratones inmunosuprimidos (Folberg R y col., 2000).

El concepto de mimetismo vascular fue propuesto por Maniotis y col.
en 1999. Bajo condiciones apropiadas del microambiente, células tumorales
agresivas y descontroladas genéticamente forman canales microvasculares
gue funcionan como “vasos”. El canal formado por mimetismo vascular esta
compuesto por una membrana basal recubierta por células tumorales y sin
células endoteliales. Las células sanguineas pueden fluir a través del “vaso”
y no se encuentran células inflamatorias alrededor del mismo (Fig. 5 A). Se
distinguen tres procesos en la formacion de los canales por este mecanismo:
1) plasticidad de células tumorales altamente malignas, 2) remodelacion de
la MEC y 3) conexion del canal con los vasos sanguineos del hospedador

para recibir el suministro de sangre desde los tejidos (Zhang Sy col., 2007).

. Células endoteliales

f

Células tumorales Membrana basal

Figura 5: Mecanismos de vascularizacion tumoral. A) Mimetismo vascular, B) Vasos
mosaico.
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Esta demostrado que los vasos sanguineos en un tumor sdlido
pueden ser quiméricos es decir que en sus paredes se detectan tanto
células endoteliales como tumorales, formando vasos mosaico. Las células
tumorales en estos vasos pueden sufrir intravasacion o permanecer

temporariamente en la pared del capilar (Fig. 5 B) (Auguste P y col., 2005).

La angiogénesis es uno de los pasos de la progresion tumoral,
proceso que también incluye a la llamada cascada metastasica. La
diseminacion tumoral puede producirse por via: hematdgena, linfatica y local
(invasion) (Liotta LA y col., 1991). La secuencia del proceso metastatico, que
es semejante en todos los tumores, comienza con la neovascularizacién
gue es imprescindible para la formacién y llegada de nuevos vasos

sanguineos al tumor primario (Fig. 6).

Intravasacion y
transporte

Extravasacion y
metastasis

Tumor primario
avascular

NEOVASCULARIZACION

Figura 6: Esquema de la cascada metastasica.
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Algunas células tumorales pueden regular negativamente la expresion
de moléculas de adhesion, aumentando su movilidad y por lo tanto, lograr
desprenderse de la lesion primaria pudiendo asi invadir estructuras
adyacentes como las membranas basales. Debido a que las paredes de los
neovasos son delgadas y ofrecen poca resistencia a la penetracién de las

células tumorales se produce la intravasacion y entrada a la circulacion.

Ademas, la liberacion por parte de la célula tumoral de enzimas que
degradan la MEC y la membrana basal facilitan este proceso. Las células
metastasicas se diseminan por via hematdégena formando agregados
heterotipicos con plaquetas, con deposicion de fibrina, que protege a las
células tumorales del medio circundante y fundamentalmente del sistema
inmune. Se sabe que la mayor parte de las células tumorales circulantes
mueren rapidamente. Esto puede atribuirse a caracteristicas de la propia
célula tumoral como su morfologia, agregaciéon y expresiéon de moléculas de
adhesion en su superficie. También factores del hospedador como la
turbulencia sanguinea, células NK, Mfs y/o linfocitos influyen en la
supervivencia de émbolos tumorales originados en la circulacién. Mas audn,
el pasaje de las células tumorales a través de los capilares pueda llevar a la

lisis celular ocasionada por fuerzas de rozamiento (Liotta y col., 1991).

Las pocas células tumorales que logran sobrevivir en la circulacién se
arrestan en los lechos capilares de 6rganos distantes especificos para cada

tipo tumoral (6rgano blanco). Esto es debido a la adhesion de éstas a células
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endoteliales del capilar 0 a membranas basales subendoteliales expuestas.
Las células tumorales pueden proliferar en el lumen de los vasos
sanguineos, pero la mayoria extravasa al paréngquima del érgano blanco por
mecanismos similares a los que operan durante la intravasacion. Las células
tumorales que poseen receptores de superficie adecuados pueden
responder a factores de crecimiento liberados por el érgano blanco (efecto
paracrino) y proliferar en el parénquima de dicho 6rgano, para lo que

desarrollardn nuevamente una red vascular.

En la Tabla 2 se muestran factores pro-angiogénicos y anti-
angiogénicos involucrados en la progresion tumoral. Algunos de estos
factores son altamente especificos para el endotelio como el VEGF,
mientras que otros tienen un amplio rango de actividades, como las MMPs

(Rosen LS, 2002).

Se han observado marcadas diferencias entre la vasculatura normal y
tumoral. Los vasos tumorales son altamente desorganizados, tortuosos y
dilatados con diametro desigual, con excesiva ramificacién, desvios y capa
muscular incompleta o ausente (Carmeliet P y Jain RK, 2000). Sus paredes
tienen numerosas “grietas”, uniones interendoteliales ensanchadas y una
membrana basal discontinua o ausente. Las células endoteliales presentan

una morfologia anormal y al proliferar se apilan y proyectan hacia el lumen.
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Factores pro-angiogénicos

Factores anti-angiogénicos

« Factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF)

« Factor de crecimiento placentario
(PIGF)

% Factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF)

« Factor de crecimiento fibrobl4stico
acido (FGFa) y basico (FGFb)

« Factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF)

% Factor inducible por hipoxia (HIF)

« Factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF)

% Factor de crecimiento transformante
(TGF)-ay B

% Factor de necrosis tumoral (TNF)-a

% Oxido nitrico (NO)

% Prostaglandina E, (PGE,)

% Metaloproteasas (MMPs)

“ Folistatina

% Interleuquina-8 (IL-8)

% Leptina

% Angiogenina

% Angiopoietina-1

« Pleiotrofina

«»+ Proliferina

« Angiostatina (fragmento del
plasmin6geno)

“ Antitrombina lll

« Inhibidor derivado de cartilago (CDI)

+ Endostatina

% Fragmento de fibronectina

% Heparinasas

% Gonadotrofina coriénica humana

% Interferén a, By y

% Factor inducible por interferén

« Interleuquina-12 (IL-12)

« Inhibidores de metaloproteasas de
tejido (TIMPs)

% Inhibidor de

placentaria

ribonucleasa

« Inhibidores de los activadores del
plasmindgeno

« Factor de plaquetas 4 (PF4)

« Prolactina

% Retinoides

% Trombospondina-1 (TSP-1)

% Vasculostatina

«»+ Vasostatina

Tabla 2: Factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos involucrados en la progresion

tumoral.
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Consecuentemente, los vasos tumorales son mas permeables y la
turbulencia del flujo sanguineo contribuye a un aumento de la presion

intersticial en el tumor (Jain RK 'y Carmeliet P, 2001).

1.2.1. Modulacion de la angiogénesis tumoral por células inmunes

Los estimulos que inducen la vascularizacion no sélo provienen de
las células neoplasicas sino también de células del estroma tumoral como:
Mfs, linfocitos y mastocitos, que liberan factores de crecimiento, proteasas o

productos de lisis de la MEC que actian como factores pro-angiogénicos.

Los Mfs son liberados de la médula 6sea como monocitos inmaduros.
Después de circular por el torrente sanguineo, son reclutados por
guimioquinas hacia los distintos tejidos diferenciandose por ejemplo en
células de la microglia en el cerebro, células de Kupffer en el higado y
células de Langerhans en la piel. Estas células tienen una variedad de
fenotipos y funciones, dependiendo de la situacion fisioldgica o patoldgica
gue hubiera estimulado su reclutamiento. Estas funciones esenciales son: el
remodelamiento de tejido, la respuesta inflamatoria y la respuesta inmune
adquirida en la que pueden ser efectoras de la citotoxicidad y secretar un

gran numero de factores solubles distintos (Lamagna C y col., 2006).

Los Mfs son el principal componente del infiltrado leucocitario en los

tumores y cuando se hace referencia a ellos se los menciona como

38



INTRODUCCION

componentes del estroma tumoral con la denominacion de Mfs asociados
al tumor (MAT). Los Mfs son reclutados por las células tumorales que
liberan mediadores solubles como la proteina quimioatractante de monocitos
(MCP-1), G-CSF, factor estimulante de colonias macrofagicas (M-CSF) y
VEGF. Estos factores ademas de ser producidos por las células
neoplasicas, también son producidos por fibroblastos y células musculares
lisas. Los niveles de muchas de estas proteinas en tumores humanos se
correlacionan positivamente con el namero de MAT presentes en los

mismos (Murdoch C vy col., 2004).

Los MAT secretan una variedad de proteasas que degradan la
membrana basal y la MEC alrededor del area donde proliferan las células
tumorales. Esto también permite la liberacién de factores angiogénicos que
normalmente se encuentran secuestrados en dicha matriz. De este modo

permiten el escape de las células tumorales hacia el estroma circundante.

1.2.2. Modulacion de la angiogénesis tumoral por factores solubles

1.2.2.1. Factor de crecimiento del endotelio vascular

El VEGF, originalmente llamado factor de permeabilidad vascular, es

el factor mejor estudiado y uno de los mas importantes en el proceso

angiogeénico (Senger DR y col., 1983). Es una proteina homodimérica capaz
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de inducir la mitosis de células endoteliales e incrementar la permeabilidad
vascular. Se han descripto por lo menos siete isoformas distintas de 121,
145, 148, 165, 183, 189 y 206 aminodacidos que son producidas por “splicing
alternativo” desde un Unico gen que contiene ocho exones. Las isoformas de
121 y 165 aminoacidos son las isoformas mas abundantes. Se considera al
VEGF, también conocido como VEGF-A, como el miembro fundador de una
familia de factores integrada también por VEGF-B, C, D, E (este ultimo de
origen viral) y el factor de crecimiento placentario (PIGF) (Maglione D y col.,
1991). El VEGF-A se une a dos receptores que exhiben actividad tirosina
quinasa, designados VEGFR-1 y VEGFR-2 expresados en células

endoteliales sanguineas (Griffioen AW y Molema G, 2000).

Varios mecanismos pueden regular la expresion de VEGF, por
ejemplo en condiciones de hipoxia el factor inducible por hipoxia (HIF-1) se
une a secuencias especificas localizadas en el promotor del VEGF
aumentando su transcripcion. El HIF-1 es un heterodimero compuesto por
dos subunidades, HIF-1a y HIF-1p. En presencia de oxigeno, la subunidad o
se modifica por hidroxilasas induciendo su catabolismo por el proteosoma.
Por el contrario, en hipoxia, el HIF-1a se transloca al nucleo, se une al HIF-
1B y actia como factor transcripcional de genes con elementos de respuesta
a la hipoxia en su promotor (Josko J y Mazurek M, 2004). También
citoquinas como TGF-, oncogenes como ras o la inactivacién de genes
supresores de tumor pueden inducir la expresion de VEGF (Neufeld G y col.,

1999).
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1.2.2.2. Oxido nitrico

Existen numerosas evidencias a cerca de la participacion del NO en
la progresiéon tumoral (Wink DA y col., 1998). Esta molécula de sefalizaciéon
interviene en una gran variedad de procesos como la neurotransmision, la
activacion del sistema inmune, la proliferacion celular y la angiogénesis. Es
producido a partir de L-arginina que se escinde en NO vy citrulina por la
accion de una familia de isoenzimas, las éxido nitrico sintasas (NOS). Las 3
isoformas identificadas son: la neuronal (nNOS) o NOS1, la endotelial
(eNOS) o NOS3, que requieren del complejo calcio-calmodulina para su
activacion y la inducible (iNOS) o NOS2, que es independiente de calcio.
Las isoformas 1 y 3 fueron originalmente consideradas constitutivas, pero
luego se describié que podian ser inducidas, mientras que la NOS2 puede
expresarse constitutivamente en algunos tejidos (Moncada S y Higgs A,
1993). Estas enzimas pueden ser inhibidas de manera no selectiva por N°®-
monometil-L-arginina (L-NMMA), éster metilico de N®-nitro-L-arginina (L-

NAME) o por aminoguanidina (AG), inhibidor selectivo de iINOS.

Niveles elevados de NO pueden participar en el desarrollo de
diversas patologias, entre ellas el cancer, donde se lo vincula con la
estimulacion de la angiogénesis y la produccién de metastasis (Wink DA y
col., 1998). A comienzos de los "90 se relacionaba la produccion de bajos
niveles de NO formados a partir de L-arginina, por las isoformas NOS1 y

NOS3, con efectos fisioldgicos, mientras que altos niveles de NO eran
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consecuencia de la induccion y activacion de la isoforma NOS2 en estados
patolégicos. Sin embargo resultados mas recientes muestran un gradiente
de efectos que van de la citoprotecciébn a la citotoxicidad, que pueden
producirse a niveles de NO bajos, intermedios o0 altos y que estan en
relacion directa con los niveles de L-arginina en el medio (Colosanti M y

Suzuki H, 2000).

Como ya mencionamos la diseminacion metastasica constituye una
de las etapas de la tumorigénesis. Para que se produzca es necesario el
desprendimiento de las células del tumor primario y el pasaje al torrente
circulatorio. Este proceso esta relacionado con la capacidad migratoria de
las células transformadas. Previamente demostramos que la migracién de
células LMM3, derivada de un adenocarcinoma mamario murino, era
inhibida por el tratamiento de las mismas con L-NAME un inhibidor no
selectivo de NOS o aminoguanidina, inhibidor selectivo de NOS2, lo que

demostro la participacion del NO en dicho proceso (Davel L y col., 2002).

La arginina ademés de ser sustrato de la NOS, es también
metabolizada por la arginasa, que produce urea y ornitina. Esta Ultima es
utilizada por células eucariotas para la sintesis de poliaminas necesarias
para la proliferacion celular. Por lo tanto la actividad de esta via puede estar
en competencia directa con la de NOS si ambas enzimas se co-expresan en

el mismo tipo celular, pues comparten el mismo sustrato.
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Se han caracterizado funcional y molecularmente dos isoformas de
arginasa: arginasa |, localizada en el citosol hepatico y arginasa II,
mitocondrial y de localizacién ubiqua (Wu G y Morris SM, 1998). Estas
enzimas requieren manganeso, en estado de cation bivalente, que es critico
para su actividad catalitica. Existen inhibidores no selectivos de las
arginasas como la N“hidroxi-L-arginina (NOHA) o0 aminoacidos que

interfieren la actividad de dichas enzimas como la valina (Ash DE, 2004).

1.2.2.3. Prostaglandina E;

Las prostaglandinas (PGs) son moléculas lipidicas pequefias que
regulan numerosos procesos fisiolégicos como la filtracion glomerular, la
agregacion plaquetaria, la induccion del parto normal y la respuesta inmune.
La produccion de PGs comienza con la liberacion de acido araquidénico de
fosfolipidos de la membrana por la fosfolipasa A, en respuesta a estimulos
inflamatorios. El &cido araquidénico es convertido en prostaglandina H, por
la enzima ciclooxigenasa (COX). Generalmente, la isoforma 1 de la COX se
expresa constitutivamente en diversos tejidos y actia manteniendo procesos
homeostaticos, como la secrecibn del mucus que protege el epiltelio
gastrico. En cambio, la isoforma 2 es principalmente una forma inducible
vinculada con procesos inflamatorios y otros estados patoldgicos como el
cancer (Smith WL y col., 1994). Existen inhibidores no selectivos de COX
como la indometacina o aspirina, e inhibidores selectivos como el NS-398

gue reduce la actividad de COX-2.
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Uno de los productos de la COX es la PGE,, que es sintetizada y
liberada por muchas células incluyendo fibroblastos, Mfs y células malignas.
Ejerce su accién por unién a receptores especificos de los que se han
descripto 4 subtipos: EP;, EP,, EP; y EP4. LOos mismos pertenecen a la
familia de receptores con siete dominios transmembrana, acoplados a
diferentes proteinas G. Los receptores EP; estan asociados a Gqp y la union
con el ligando resulta en un aumento del calcio intracelular. Los receptores
EP, y EP, estdn acoplados a proteinas Gs y su activacion estimula la
sintesis del monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Los receptores EP; se
expresan en tres isoformas o, f y y que estan asociadas principalmente a G;

e inhiben la actividad de adenilil ciclasa (AC) (Breyer RM y col., 2001).

Existen numerosas evidencias que vinculan a la PGE, con diversas
etapas de la progresion tumoral. En primer lugar se ha detectado una mayor
expresion de COX-2 concomitantemente con un aumento en la sintesis y
liberacibn de PGE; en tejidos transformados, comparandolos con sus
homaologos normales (Chulada PC y col., 2000). Estos altos niveles de PGE;
median probablemente el crecimiento neoplasico por varios mecanismos
como la inhibicion de la apoptosis y la induccion de la proliferacién de
células tumorales (Sumitani K y col., 2001). También se le atribuye a la
PGE, la capacidad de alterar la morfologia, aumentar la motilidad y la

migracion de células tumorales (Gullino PM, 1995).

En nuestro laboratorio demostramos que células de dos lineas de
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adenocarcinomas mamarios murinos, LM2 'y LM3, expresan
diferencialmente ambas isoformas de COX, que producen PGE, como
mediador de la neovascularizacion inducida por estas células in vivo (Davel

L y col., 2004).
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2. EL SISTEMA COLINERGICO NEURONAL

Constituye junto con el Sistema Nervioso Autonomo Simpéatico
(SNAS) y el Sistema Nervioso Somatico (SNS), una de las principales
divisiones anatdmicas del Sistema Nervioso Autonomo (SNA). También se
denomina Sistema Nervioso Auténomo Parasimpético (SNAP). La via
autonoma consta de dos neuronas dispuestas en serie, mientras que en la
via eferente somatica es una Unica moto-neurona que conecta el Sistema
Nervioso Central (SNC) con la fibra del musculo esquelético (Fig. 7). Las dos
neuronas de la via autbnoma se conocen como pre-ganglionar y post-

ganglionar.

¢/ Ac Musculo esquelético
N (RN)

Ac O < NA Vasos
(RN) sanguineos, etc.

Ac Ac
( (RN) (RM) Glandulas sudoriparas

, Ac Médula

N (RN) suprarrenal
Ac @5 Glandulas
(RM) salivales, etc.

Figura 7: Via eferente y auténoma indicando el receptor principal de acetilcolina (Ac),
receptor nicotinico (RN) y receptor muscarinico (RM). Noradrenalina (NA).
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Las neuronas pre-ganglionares simpaticas tienen sus cuerpos
celulares en el asta lateral de la materia gris de los segmentos toracico y
lumbar de la médula espinal y las fibras distales constituyen los nervios
espinales que se conocen como haz simpatico téraco-lumbar. Después de
salir de la médula, los axones se separan del nervio espinal como filamentos
gue se extienden hasta la cadena paravertebral de los ganglios simpaticos,
situados a ambos lados de la columna vertebral (Fig. 8). Cada nervio pre-
ganglionar se ramifica y establece contacto sinaptico con las células post-
ganglionares en varios ganglios simpaticos. Estos ganglios contienen los
cuerpos celulares de las neuronas simpaticas post-ganglionares, cuyos

axones se reagrupan en el nervio espinal.

Muchas de las fibras simpéticas post-ganglionares alcanzan sus
destinos periféricos por medio de las ramificaciones de los nervios
espinales; otras, destinadas a las visceras abdominales y pélvicas, tienen
sus cuerpos celulares en un grupo de ganglios pre-vertebrales de la cavidad
abdominal. La inervacion de la médula suprarrenal, que como respuesta al
estimulo nervioso secreta catecolaminas, es la Unica excepcién a la
disposicion de dos neuronas de las vias autbnomas. En realidad, las células
de la meédula suprarrenal son neuronas simpdéticas post-ganglionares
modificadas y los nervios que llegan a la glandula son equivalentes a las

fibras pre-ganglionares.
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Figura 8: Estructura del Sistema Nervioso Auténomo en mamiferos identificando las fibras
preganglionares y postganglionares colinérgicas y adrenérgicas.

las vias parasimpaticas,

las células post-ganglionares se

encuentran en los oOrganos inervados y los ganglios parasimpaticos se

localizan en la cabeza y el cuello (Fig. 8). Los nervios parasimpaticos se

localizan en la regién craneal y la region sacra de la médula espinal. El haz

craneal consta de fibras pre-ganglionares en ciertos nervios craneales como

el nervio ocular, los nervios faciales, el glosofaringeo y el nervio vago. Los
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ganglios estdn en estrecho contacto con los 6rganos diana y en
comparacion con las neuronas del SNS, las neuronas post-ganglionares son
mas cortas. Las fibras parasimpaticas que inervan las visceras pélvicas y
abdominales forman el haz sacro. Estas fibras pre-ganglionares hacen
sinapsis en un grupo de ganglios pélvicos dispersos y por consiguiente, las
fibras cortas post-ganglionares se extienden hasta tejidos diana como la
vejiga, el recto y los genitales. Los nervios pélvicos transportan tanto fibras

simpaticas como parasimpaticas.

Los SNAS y SNAP pueden producir efectos opuestos en algunos
tejidos como el musculo cardiaco, el musculo liso del intestino y de la vejiga;
mientras que otros tejidos estan regulados por una de las divisiones del
SNA. Por ejemplo, las glandulas sudoriparas y la mayoria de los vasos
sanguineos solo tienen inervacion simpatica y el masculo ciliar del ojo sélo
tiene inervacion parasimpatica. EI masculo liso bronquial tiene inervacion
parasimpatica constrictora pero su tono es simpatico, pues la adrenalina
circulante inhibe el efecto parasimpético constrictor. Las arterias tienen
inervaciéon simpatica vasoconstrictora y la vasodilatacion se ejerce mediante
la liberaciéon de NO por las células endoteliales (Appenzeller O y Oribe E,

1997).

2.1. Receptores colinérgicos muscarinicos

La acetilcolina (Ac) es un neurotransmisor liberado de vesiculas
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desde las terminales nerviosas pre-sinapticas y se une a dos tipos distintos
de receptores de la superficie celular: nicotinicos y muscarinicos, que
difieren en estructura y funcion. El receptor nicotinico es una proteina
pentamérica, cuyo nombre se debe a su afinidad por la nicotina. Esta se une
directamente a la subunidad o del receptor y estimula la abertura de un
canal de sodio formado por varias combinaciones de subunidades a, f, v,

0 ye.

Los receptores muscarinicos (RM) reciben su nombre por unir al
alcaloide muscarina, derivado del hongo Amanita muscaria. A diferencia de
los receptores nicotinicos, los RM estan compuestos por una Unica cadena
glicoproteica con siete dominios transmembrana que se acopla a proteina G
(Felder CC, 1995). Estos siete dominios transmembrana hidrofébicos estan
conectados por tres “loops” hidrofilicos extracelulares e intracelulares.
Basados en datos de difraccion electronica de alta resolucion de
bacteriorrodopsina cristalizada, los siete dominios transmembrana se
ensamblan en una estructura tipo anillo para formar un bolsillo donde se une
el agonista (Balwin JM, 1994). El extremo amino terminal del receptor es
extracelular y contiene potenciales sitios de glicosilacion. El carboxilo
terminal esta localizado en la regidén citoplasmatica de la membrana y
contiene un residuo cisteina altamente conservado en esta familia de

receptores.

Aun cuando primeramente se identificaron farmacolégicamente tres
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subtipos de RM, posteriormente por clonado molecular se describieron cinco
subtipos denominados M;-Ms segun el orden de su descubrimiento. La
secuencia de aminoacidos de los cinco subtipos de RM esta altamente
conservada, con una similitud de por lo menos un 90% dentro de los siete
dominios transmembrana hidrofébicos. En la Tabla 3 se muestra
comparativamente la homologia secuencial y la localizacién de los cincos

subtipos de RM conocidos hasta el momento (Bonner Tl, 1989).

Especie

Humano 460 466 590 479 532
Rata 458 (99%) 466 (95%) 589 (92%) 478 (95%) 531 (89%)
Raton 460 (98%) 479 (95%)
Distribucion cerebro (corteza, corazén, musculo liso, nlcleo estriado, sustancia
hipocampo), cerebro, glandulas, corteza cerebral, nigra,
ganglios musculo cerebro. hipocampo, glandulas
simpéticos, liso. pulmén y glandula salivales,
estébmago. salival. musculo ciliar
del iris.

Tabla 3: Numero de amino&cidos, porcentaje de identidad con la secuencia en humanos y
localizacién de los distintos subtipos de receptores muscarinicos.

Se han descripto diferencias en los dominios citoplasmaticos vy
extracelulares hidrofilicos. Los dominios citoplasmaticos del receptor son

responsables del acoplamiento a la proteina G y el analisis mutacional de
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estas regiones permitié obtener informacion de los aminoacidos esenciales

para ese acoplamiento (Wess JW, 1993).

Los receptores M; 0 neuronales se encuentran principalmente en el
SNC, en las neuronas periféricas y en las células parietales gastricas.
Median acciones excitatorias como por ejemplo, la estimulacion de los
ganglios simpaticos y de las neuronas centrales mediada por Ac. Esta
excitaciéon se produce por una disminucion de la conductancia del potasio,
gue provoca la despolarizacion de la membrana. Estos receptores también
modulan el aumento de la secrecion de &cido gastrico. Su antagonista

selectivo es la pirenzepina.

Los receptores M, o cardiacos se encuentran en el corazén y también
en las terminaciones pre-sinapticas de las neuronas periféricas y centrales.
Ejercen efectos inhibitorios, principalmente aumentando la conductancia del
potasio e inhibiendo la abertura de los canales de calcio. Estos receptores

se bloguean selectivamente con gallamina, metoctramina o AF-DX116.

Los receptores M3z modulan la secrecion de glandulas salivales,
bronquiales y sudoriparas; la contraccion del musculo liso visceral y la
relajacion del musculo liso vascular como resultado de la liberacion de NO
de las células endoteliales cercanas. El antagonista selectivo es el
metabromuro de 4-difenilacetoxi-N-metil-piperidina (4-DAMP) (Caulfield MP

y Birdsall NJM, 1998; Appenzeller O y Oribe E, 1997).

52



INTRODUCCION

Los receptores M, se distribuyen en el cerebro y con alta
concentracion en el hipocampo, corteza cerebral y particularmente en el
nacleo estriado. También se han encontrado en pulmoén y glandulas
salivales. Dichos receptores parecen modular la actividad de dopamina en
tractos motores y actian como auto-receptores inhibitorios en el ndcleo

estriado (Bymaster FP y col., 2003).

Los receptores Ms se identificaron hace mas de una década y su
localizacion se considerd, en aquel entonces, restringida al SNC.
Actualmente se considera que participan en la transmision dopaminérgica.
Posteriormente, su identificacion en glandulas salivales y en el musculo ciliar
del iris sugiere una distribucibn mas amplia, pero estos datos son dispersos
y por lo tanto, requieren mayores evidencias experimentales (Eglen RM y

Nahorski SR, 2000)

2.1.1. Transduccién de sefales

La transduccion de sefales est4d determinada por elementos
estructurales de los RM que permiten por un lado, la unién selectiva del
agonista y por otro, la de una molécula transductora que es la proteina G.
Esta proteina es un heterotrimero formado por una subunidad o y un
complejo Py, que da especificidad para el acoplamiento a un efector
determinado. Al unirse el agonista al receptor, la subunidad o cambia de

conformacién y reemplaza GDP por GTP separandose del complejo fy. La
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subunidad o unida a GTP y el dimero py interaccionan entonces con
distintos sistemas efectores, que en la actualidad incluyen a la adenilil
ciclasa (AC), guanilil ciclasa (GC), fosfodisterasas, fosfolipasa A,, fosfolipasa
C (PLC), fosfatidil inositol 3-quinasas (PI13K), etc. inhibiendo o activando la
producciéon de segundos mensajeros como monofofato ciclico de adenosina
(AMPc), monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), diacilglicerol (DAG),
1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y acido fosfatidico. También es sabido que la
unién del agonista promueve la abertura de los canales de calcio que a su
vez activan diversas vias enzimaticas (Felder CC, 1995; Marinissen M y

Gutkind S, 2001).

Se ha demostrado que la subunidad Py juega un papel activo en la
sefalizacion. Por ejemplo, en células de mamiferos la subunidad py es
capaz de activar a la PLCp y desencadenar el metabolismo de los

fosfatidilinositoles (Camps M y col., 1992, Katz Ay col., 1992).

Clasicamente, los agonistas colinérgicos muscarinicos como la Ac o
su analogo sintético el carbacol (CARB) producen al unirse a receptores My,
Ms y Ms, el acoplamiento a proteina Gq11 Yy la activacion de PLC (Fig. 9)
(Matsui M y col.,, 2000). Esta enzima hidroliza fosfolipidos de inositol,

liberando IP3 y DAG.
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Figura 9: Via clasica de sefalizacién de los receptores M;, M3 y Ms. PLC: fosfolipasa C,
PLA,: fosfolipasa A,, PLD: fosfolipasa D, DAG: diacilglicerol,

El incremento de calcio intracelular desencadenado por el [P,
aumenta la actividad de diversas enzimas entre las que se encuentra la
NOS que produce NO a partir de arginina. EI NO puede a su vez, estimular a
diversas hemoproteinas como la GC y la COX. Es sabido que uno de los
productos de la COX, la PGE,, puede a su vez modular la actividad de NOS,
ejerciendo un efecto retroalimentador. La arginina, también puede ser
metabolizada por las arginasas, que como ya mencionamos producen ureay

ornitina.

El DAG producido por PLC activa a la enzima proteina quinasa C

(PKC), considerada como un punto de “cross talk” entre distintas vias de

sefalizacion. Modelos de expresion de RM en células aisladas, han revelado
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gue la activacién de los mismos puede estimular multiples enzimas efectoras
simultdneamente incluyendo fosfolipasa A;, C y D, asi como también
tirosinas quinasas y una nueva clase de canales de calcio insensibles al

voltaje (Felder CC, 1995, Matsui M y col, 2000).

Los subtipos M, y M, se asocian a una proteina Gi y producen la
inhibicién de AC, provocando una disminucion de la concentracion de AMPc
(Fig. 10) (Matsui M y col., 2000). Estos receptores también son capaces de
activar canales de potasio y modular la actividad de canales de calcio en

ciertos tipos celulares (Caulfield MP y Birdsall NJM, 1998)

A onista
g Ademhl ciclasa

Receptor M, y M,
i = ol .n-\g

AMPc

Figura 10: Via clasica de sefalizacién de los receptores M, y M.

Sin embargo, recientemente ha sido demostrado que muchas de las
respuestas celulares mediadas por los receptores acoplados a proteina G no

implican solo la generacion de segundos mensajeros convencionales, sino

56



INTRODUCCION

gue resulta en wuna integracion intrincada de vias de sefalizacion
intracelular. Ademas, se han identificado nuevos efectores de dichos
receptores que son independientes de la proteina G, por lo tanto, esto
cambia la vision sobre los efectores asociados a receptores acoplados a
proteina G (Marinissen M y Gutkind S, 2001). Por ejemplo, Jiménez E y
Montiel M (2005) demostraron que la estimulacion de RM en células
tumorales de mama humana de la linea MCF-7 activo una via de
sefalizacion que incluye a la familia de las tirosinas quinasas PKC-zeta,
PI3K y Src que conducen a la activacion de las proteinas quinasas activadas
por mitdogenos (MAPK) /quinasas reguladas por sefiales extracelulares

(ERK).

Por otro lado, en nuestro laboratorio se demostr6 que células de
adenocarcinomas mamarios murinos, LM2 'y LM3, expresan
constitutivamente RM y su activacion con el agonista muscarinico CARB
induce un incremento en la proliferacion celular dependiente de la
concentracion que es bloqueada cuando las células son tratadas con
inhibidores de la actividad de tirosinas quinasas (Espafiol AJ y Sales ME,

2004; Espariol AJ, 2005).
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3. EL SISTEMA COLINERGICO NO NEURONAL

Se ha considerado a la Ac como un ejemplo clasico de
neurotransmisor en ambas divisiones del SNA (simpatico y parasimpatico).
Sin embargo, también esta presente en organismos que no poseen un
sistema nervioso organizado como algas, protozoos y plantas (Wessler | y

col., 2001)

En humanos tanto la Ac como la enzima que la sintetiza, la colina
acetil-transferasa han sido detectadas en células epiteliales de los aparatos
respiratorio, digestivo y genitourinario; células de la epidermis, la pleura y el
pericardio, también en células musculares e inmunes (monocitos, mastocitos
y Mfs). Ademas, se ha detectado la presencia de acetilcolinesterasa, RN y
RM en dichos tejidos. Por lo tanto el Sistema Colinérgico no Neuronal
(SCnN) se considera constituido por la Ac, sus receptores y las enzimas que
la sintetizan y la degradan presentes en células que no tienen origen
nervioso; ademas se considera que la Ac en este sistema, actla localmente
como un mediador autdcrino o paracrino. Sus efectos se producen por unién
a los receptores de la célula blanco, interactuando con proteinas efectoras

de sefalizacion intracelular (Wessler y col., 2003).

La Ac no neuronal puede ser almacenada en organelas
especializadas de donde se libera en respuesta a una sefial especifica

propagada pero también puede ser sintetizada constitutivamente y liberada
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por células no neuronales que han desarrollado mecanismos, para

almacenar y regular la liberacion de esta molécula (Wessler | y col., 1998).

En la Tabla 4 se resumen las diferencias, que se conocen hasta la

actualidad entre el sistema colinérgico neuronal y el no neuronal.

Sistema Colinérgico Sistema Colinérgico no

Neuronal Neuronal

% Terminal nervioso SINTESIS % Célula entera
% Vesiculas pre-sinapticas = ALMACENAMIENTO <+ Citosol(?)
« Exocitosis por diferencia LIBERACION % Transportadores de

de potencial cationes organicos (OCTSs)
% Localizacion sinaptica RECEPTORES « Expresados uniformemente
% Corta ACCION < Continua
% Alta ACTIVIDAD DE % Baja

COLINESTERASA

< Rapida ELIMINACION % Lenta

Tabla 4: Diferencias entre el sistema colinérgico neuronal y no-neuronal.

El conocimiento acerca de las funciones biolégicas del SCnN ha
crecido gradualmente. La Ac liberada por las células no neuronales, a través
de mecanismos autécrinos o paracrinos, puede regular funciones celulares
basicas como el contacto célula-célula, la expresion génica, la proliferacion,
la locomocion, la migracion, la diferenciacion, la organizacién del

citoesqueleto, la actividad ciliar, la actividad eléctrica, la secrecion, la
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absorcién y la respuesta inmune (Grando SA, 1997; Wessler | y col., 1999;

Kawashima Ky Fujii T, 2000).
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4. LINFOANGIOGENESIS

4.1. El sistema linfatico

Esta formado por los 6rganos linfaticos y la vasculatura linfatica.
Los 6rganos linfaticos se clasifican en:

- centrales: timo, médula 6sea e higado fetal

- periféricos: bazo, ganglios linfaticos y tejidos asociados a mucosas,
entre los que se encuentran las amigdalas, las placas de Peyer del ileon y el

apéndice.

4.1.1. Organos linfaticos centrales

Los 6rganos linfaticos centrales son los lugares en los que se produce
mayoritariamente la linfopoyesis. En ellos, los linfocitos se diferencian a
partir de las células madres linfoides, proliferan y dan lugar finalmente a
células maduras funcionales. En los mamiferos, las células T se originan en
la médula 6sea y maduran en el timo, mientras que las células B se
originan y maduran en el higado fetal y en la médula 6sea en el adulto. En
los érganos linfoides centrales los linfocitos adquieren su repertorio de
receptores especificos para el antigeno, que utilizaran posteriormente para
reconocerlo a lo largo de su existencia. Las células son seleccionadas de tal
forma que presentan tolerancia para los antigenos propios y por lo tanto,

cuando son liberadas hacia la periferia, sélo reconocen a los antigenos
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extrafios. Una vez que los linfocitos T y B completaron la maduracion, entran

al torrente sanguineo y migran a los organos linfaticos periféricos.

El timo esta dividido en lobulillos y esta situado en la cavidad toracica,
por encima del corazén. Cada uno de estos lobulillos est4 formado por una
region cortical, que contiene linfocitos inmaduros estrechamente agrupados,
células epiteliales denominadas reticulares que rodean a grupos de linfocitos
y Mfs. También se distingue una regién medular que esta formada por
linfocitos maduros y células epiteliales medulares. Esta disposicion denota la
existencia de un gradiente de diferenciacion desde la corteza hasta la
médula. Es decir que una vez que los linfocitos maduran entran a la médula
y de alli pasan a la circulaciébn sanguinea donde son transportados a los

organos linfaticos periféricos (Roitt IM, 2005).

Los precursores de los linfocitos B se desarrollan directamente en los
islotes de células hematopoyéticas en el higado fetal. La produccién de
células B por el higado declina y es asumida en la vida adulta, en su mayor
parte, por la médula 6sea (von Boehmer H, 2000; Hardy RR y Hayakawa K,

2001).

4.1.2. Organos linfaticos periféricos

En estos organos los linfocitos pueden interactuar con las células

accesorias presentadoras de antigenos. En el bazo las células del sistema
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inmune responden a los antigenos transportados por la sangre, mientras que
los ganglios linfaticos protegen al organismo frente a los antigenos que
transporta el sistema linfatico procedentes de la piel o de las mucosas
internas. En ambos casos la respuesta frente a los antigenos consiste en la
secrecion de anticuerpos hacia la circulacion y en reacciones locales

mediadas por células.

El tejido linfatico asociado a mucosas ejerce una proteccién frente
a los antigenos que penetran directamente en el organismo a través de los
epitelios mucosos y en él se produce el primer encuentro entre un antigeno
gue penetra desde el exterior y a través de las mucosas interactia con las

células inmunes (Roitt IM, 2005).

4.1.3. El sistema circulatorio linfatico

El sistema circulatorio sanguineo es cerrado y esta formado por una
bomba central, el corazon y una red vascular con arterias y venas. Mientras
gue el sistema vascular linfatico es un sistema de drenaje cuyos vasos
mas pequefos, los capilares linfaticos, terminan en extremos ciegos y
conducen un liquido claro, llamado linfa, desde los espacios intersticiales
periféricos pasando luego a los vasos linfaticos mayores. Estos por ultimo,
convergen en dos grandes conductos linfaticos: el toracico y la vena linfatica

derecha, que desembocan en las grandes venas de la base de cuello.
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En la mayor parte de los tejidos y drganos los capilares sanguineos
estdn acompafados por un plexo de capilares linfaticos, es decir que el
sistema linfatico se localiza en forma paralela al sistema circulatorio

sanguineo.

A lo largo del curso de los vasos linfaticos se sitian los ganglios
linfaticos. La linfa que entra en los ganglios a través de los vasos linfaticos
aferentes se reparte dentro de ellos para ser filtrada a través de un sistema
laberintico de diminutos canales revestidos de endotelio y células
fagociticas. La linfa entonces sale del ganglio a través de los vasos linfaticos
eferentes quedando limpia de material extrafio a medida que se filtra por los
ganglios linfaticos. Muchos linfocitos que desde la sangre habian entrado en
los ganglios, pasan a la linfa eferente y de esta manera son devueltos a la

circulacion sanguinea (Roitt IM, 2005).

Por lo tanto, la funcién principal del sistema vascular linfatico es
devolver a la sangre el liquido y las proteinas plasmaticas que se escapan
de la circulacion, los linfocitos del contingente re-circulante y afiadir a la

sangre las inmunoglobulinas formadas en los ganglios linfaticos.

Los capilares linfaticos consisten en una Unica capa de células

endoteliales no fenestradas que se apoyan en una lamina basal incompleta y

carecen de pericitos (Fig. 11).
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Capilar sanguineo Capilar linféatico

Trafico de células inmunes
Captura de patégenos

CPA @—:
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-

Absorcién de lipidos
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Figura 11: Caracteristicas estructurales y funcionales de la vasculatura linfatica en
comparacion con la vasculatura sanguinea. P: pericito, LB: lamina basal, CPA: célula
presentadora de antigeno, L: linfocito, CD: célula dendritica, FA: flamento de anclaje.

Ademas, generalmente poseen un lumen mas amplio e irregular que
los capilares sanguineos. Una caracteristica Unica de los capilares linfaticos
es que las uniones intercelulares se forman por la superposicion de las
células endoteliales linfaticas adyacentes. Un incremento en el fluido
intersticial causa que estas uniones se abran, permitiendo el facil pasaje de
fluido y particulas hacia el vaso. Una vez que el fluido entra al lumen, la

diferencia de presion a través de la pared del vaso disminuye y las uniones
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comienzan a cerrarse, previniendo que el flujo retrégrado vuelva al
intersticio. La funcion del capilar linfatico depende de su union a la MEC. Las
células endoteliales linfaticas se conectan al colageno intersticial por
filamentos de anclaje, compuesto por fibras elasticas, las cuales preservan la
funcionalidad de los linfaticos cuando aumenta la presion intersticial

previniendo el colapso de los mismos (Pepper MS y Skobe M, 2003).

La linfa recorre el sistema linfatico valiéndose de una débil accion
muscular, de la pulsacién de las arterias cercanas y del movimiento de las

extremidades (Jeltsch My col., 2003).

Los vasos linfaticos mayores, a pesar de diferir en varios aspectos de
los vasos sanguineos, poseen caracteristicas comunes. Ambos sistemas
vasculares tienen un origen embrionario comun, estan cubiertos por un
endotelio y estan rodeados por una estructura de musculo liso (Witte MH y
col., 1997). Ademas ciertos factores que estimulan el crecimiento de vasos
sanguineos también promueven el crecimiento linfatico (Kubo H y col.,

2002).

Los vasos linfaticos se desarrollan inmediatamente después que los
vasos sanguineos, ciertas células endoteliales venosas responden a sefiales
gue inducen linfaticos, diferenciandose a células de ese linaje y emitiendo
brotes linfaticos. Este proceso de crecimiento de vasos linfaticos se

denomina linfoangiogénesis (Fig. 12).
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endotelizles linfiticas fverde).

Linfoangiogénesis

|
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Figura 12: Esquema ilustrativo de la formacion de los vasos sanguineos y linfaticos.

Se ha demostrado que los vasos linfaticos también participan del

proceso metastasico, pero a comparacion de los vasos sanguineos, poco se

sabe acerca de la biologia de los vasos linfaticos en tumores, la regulacién

de la linfoangiogénesis tumoral o los mecanismos que determinan las

interacciones de las células tumorales con los vasos linfaticos. Existen

evidencias de que las células tumorales se pueden diseminar a través del

sistema linfatico hacia los ganglios linfaticos y como éstos drenan en la

circulacién sanguinea, llegan finalmente a otros érganos distantes del tumor

primario.
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La dificultad para detectar vasos linfaticos se debe a la falta de
marcadores especificos para dichos vasos. En los ultimos afios se han
identificado algunas moléculas que podrian ser utilizadas como marcadores
linfaticos. Entre ellos se encuentran factores de crecimiento
linfoangiogénicos y receptores responsables de la generacion y la
conservacion del sistema linfatico (Tabla 6) (Saharinen P y col., 2004,

Stacker SA 'y col., 2002b).

El primer marcador molecular clonado y un importante regulador en el
desarrollo del sistema vascular linfatico es el receptor 3 para VEGF
(VEGFR-3). Dos miembros de la familia de VEGF, el VEGF-C y el VEGF-D,
se unen y activan a VEGFR-3 sobre el endotelio linfatico. El procesamiento
proteolitico de estos factores es un importante regulador para la union al

receptor y para su actividad bioldgica.

Marcadores Factores de crecimiento
Linfoangiogénicos linfoangiogénicos
% LYVE-1 % VEGF-C
<  Prox-1 < VEGF-D

< Podoplanina
< Desmoplakina
% VEGFR-3

« Neuropilina-2

Tabla 6: Marcadores que se utilizan para identificar a los vasos linfaticos y factores de
crecimiento linfoangiogénicos.
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A diferencia de los demas miembros de la familia, el VEGF-C y
VEGF-D tienen extremos amino y carboxilo-terminal que son clivados
proteoliticamente luego de ser secretados. Un procesamiento gradual
aumenta la afinidad de unién al receptor de VEGF-C y VEGF-D y solamente
la forma completamente procesada se puede unir al VEGFR-2 (Karkkainen

My Alitalo K, 2002).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Los Mfs son células efectoras de la inmunidad innata y su
actividad esta regulada por diversos mediadores biolégicos entre los que
se encuentra la acetilcolina que ejerce acciones autécrinas o paracrinas.
Estas células en forma conjunta con otras del estroma son el principal
componente del infiltrado tumoral y pueden ejercer funciones tanto a favor
como en contra del crecimiento tumoral. En este estado patoldgico, la
angiogeénesis y la linfoangiogénesis son procesos de formacion de vasos,
qgue cumplen un rol central tanto en el crecimiento como en la metéstasis
de neoplasias. El tumor mamario murino espontaneo y metastasico LMM3
esta poco infiltrado por células inmunes y por lo tanto es factible que los
macrofagos presentes en el peritoneo de los portadores de este tumor
cumplan funciones reguladoras en los procesos de generacién de vasos

durante la tumorigénesis.

Objetivos Generales y Especificos

% Investigar el papel de los Mfs provenientes de portadores del tumor
LMM3, como moduladores y/o efectores de la angiogénesis.

% Estudiar la participacion de los productos de las enzimas NOS,
arginasa y COX en el efecto angiogénico de los Mfs de portadores
de tumor.

o0 Caracterizar la expresion y funcion de NOS en los Mfs.

o Caracterizar la expresion y funcién de arginasa en los Mfs.
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o Caracterizar la expresion y funcién de COX en los Mfs.

% Determinar el papel de los Mfs provenientes de portadores del
tumor LMM3 como moduladores y/lo efectores de la
linfoangiogénesis.

% Evidenciar la participacion del sistema colinérgico no neuronal para
modular la angiogénesis y la linfoangiogénesis inducida por los Mfs
de portadores del tumor LMM3.

o0 Determinar la funcion de los RM.
o0 Caracterizar la expresion de RM.

o Identificar las enzimas efectoras de la activacién muscarinica.
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1. CULTIVO CELULAR

Se utilizaron células de la linea LMM3, derivada de una metéstasis
pulmonar del adenocarcinoma mamario murino M3 de aparicion
espontanea en la cepa BALB/c previamente caracterizadas en el Instituto
de Oncologia A. H. Roffo (Urtreger Ay col., 1997). Se realizaron pasajes
seriados por despegado de monocapas confluentes con una solucién de
tripsina 0,25 % y EDTA 0,02 % en PBS libre de calcio y magnesio
respectivamente, reemplazandose todos los dias el medio de cultivo (D-
MEM) con 5% de suero fetal bovino (SFB). La viabilidad celular se evalu6
por el ensayo de exclusion de azul Trypan y sOlo se utilizaron
suspensiones con una viabilidad mayor al 90 %. La ausencia de

micoplasma se determind por el método de Hoechst (Chen TR, 1977).

2. ENSAYO DE ANGIOGENESIS IN VIVO

Se realizdé un ensayo singeneico en el que se inocularon hembras
BALB/c por via intradérmica (i.d.) en ambos flancos con 2x10° células
LMM3 o un co-cultivo de células LMM3 con MfsT o MfsN en dos dosis
(2x10° y 2x10% en un volumen total de 0,1 ml de medio D-MEM sin SFB y
se agreg6 azul Trypan para localizar el sitio de inoculacién (Monte M y
col., 1997). En los ensayos de angiogénesis inducida por Mfs se

inyectaron de igual forma 3x10° MfsN o MfsT.
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Luego de 5 dias, los animales se sacrificaron con éter y se separd
por diseccion la piel de los tejidos adyacentes. La respuesta vascular se
observo en la cara interna de la piel con la ayuda de un microscopio de
diseccion WILD. EI método utilizado para cuantificar la respuesta
angiogénica se basa en la determinacion de la densidad de vasos,
expresada como nimero de vasos/mm? de piel. Para ello se fotografiaron
los sitios de inoculacion, se proyectaron sobre una cuadricula y se contd
el nimero total de vasos (Fig. 13). La densidad de vasos (8) se determind

por la férmula:

§ = ZNnumero de vasos en cada cuadrado

numero total de cuadrados

Para estudiar la participacion de las enzimas NOS, arginasa y COX
en la angiogénesis, las células LMM3 o los Mfs fueron tratados
previamente con  N® monometil L-arginina (L-NMMA) 10* M o éster
metilico de N°-nitro-L-arginina (L-NAME) 2x107, inhibidores no selectivos
de NOS; aminoguanidina (AG) 2x10 M, inhibidor selectivo de NOS2; N
hidroxi-L-arginina (NOHA) 10 M, inhibidor no selectivo de arginasas;
valina 5x102 M, aminoacido que interfiere la via de las arginasas;
indometacina 10°° M, inhibidor no selectivo de COX y N-(2-ciclohexiloxi-4-
nitrofenil)-metanosulfonamida (NS-398) 10®° M, inhibidor selectivo de
COX-2, agregados durante 30 min. Luego las células se centrifugaron a

1.000 rpm y se reemplaz6 el medio por D-MEM fresco.
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Tratamiento de las células.

Células LMM3; LMM3+Mfs
6 Mfs.

Sacrificio (5 dias post-inoculacién)

!

Exposicién de la carainterna de la piel y obtencion
de fotografias

Conteo de los vasos sanguineos sobre una cuzadricula
Célculo de la d (NUmero de vasos / mm©)

/N

RESPUESTA NEGATIVA RESPUESTA POSITIVA

v

Figura 13: Esquema del ensayo de angiogénesis in vivo en un modelo singeneico.
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3. ANIMALES PORTADORES DE TUMOR

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 3 meses de
edad, provistas por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA). Los animales fueron endocriados y mantenidos siguiendo los
procedimientos indicados en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (NIH, 1986). Los ratones portadores de tumor se
obtuvieron por inoculacién subcutanea (s.c.) en el flanco de 4x10° células
LMM3 en 0,1 ml de D-MEM sin SFB. Para la obtencion de células
peritoneales, los animales se sacrificaron a los 5, 7 y 14 dias post-
inoculacién. Cuando fue posible se control6 por palpacion el sitio

inoculado.

4. PURIFICACION DE MACROFAGOS

Se inocularon 5 ml de medio D-MEM con 10% de SFB en forma
intraperitoneal (i.p.). Por lavado peritoneal se recuperaron suspensiones
celulares que se dejaron adherir al plastico en placas de Petri durante 2 h.
a 37°C. Luego de realizar dos lavados con PBS, las células adheridas
(Mfs) provenientes de animales normales (MfsN) y de portadores de
tumor de 5, 7 y 14 dias (MfsT5, MfsT7 y MfsT14) se recuperaron por
raspado y se resuspendieron en medio de cultivo (Fig. 14). La viabilidad
de las células se determinoé por el ensayo de exclusion con azul Trypany

solo se utilizaron suspensiones con una viabilidad mayor al 95%.
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b

\ 4x10° células LMM3 s.c.
>
N

-

i

Sacrificio y obtencién de células peritoneales (5, 7 6 14 dias post-inoculacién)

Adhesién al plastico durante
2h.a37°C.

MfsN

T~A MfsT

Obtencién de macrdfagos por raspado

Figura 14: Obtencion de animales portadores de tumor y de Mfs.
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5. INMUNODETECCION DE LOS MARCADORES ANGIOGENICOS

FACTOR DE CRECIMIENTO DE ENDOTELIO VASCULAR-A'Y PECAM-1

5.1. Preparacion de homogenatos de piel

Se obtuvieron muestras de piel del sitio de inoculacién desprovistas
de pelo, de animales de 5, 7 y 14 dias de portacion del tumor LMM3 (PT5,

PT7 y PT14) y piel proveniente de animales sin tratamiento (PN).

De los grupos anteriores también se obtuvieron los Mfs
provenientes de animales normales (MfsN) y de portadores de tumor de 5,
7y 14 dias (MfsT5, MfsT7 y MfsT14) que fueron inoculados en hembras
normales en ausencia o en presencia de células LMM3 en una relacién
LMM3:Mfs 100:1. Para obtener los homogenatos se sacrificaron los
animales 5 dias después de la inoculacion y se disec6 la piel que rodea al
sitio inoculado. Las muestras se homogeneizaron en buffer: NaCl 150
mM, Tris-HCI 50 mM pH: 7,4, EDTA 1 mM, SDS 0,1%, Triton X-100 1%,
PMSF 1 mM, deoxicolato de sodio 1%, leupeptina 5 uwg/ml, aprotinina 5
ug/ml a 4°C. Los homogenatos se guardaron a —80°C y la concentracion

de proteinas se determiné por el método de Bradford (1976).
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5.2. Preparacion de lisados celulares

La produccion de VEGF-A se determiné también en los
sobrenadantes que se obtuvieron luego de 24 h. de cultivo de las células
LMM3 (2x10°, Mfs (3x10% y en lisados celulares. Estos Ultimos se
prepararon a partir de MfsN y MfsT lavados dos veces con PBS frio,
centrifugados a 900 rpm y resuspendidos en 800 ul de buffer de lisis:
NaCl 100 mM, EGTA 10 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8, Triton
X-100 1%, PMSF 1 mM, leupeptina 10 ug/ml, aprotinina 10 ug/ml.
Después de 1 h. en hielo, se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 min. a
4°C. Las muestras se conservaron a —80 °C y la concentracion de

proteinas se determiné por el método de Bradford (1976).

5.3. Ensayos de Western blot

Se sembraron 30 ug de proteinas por calle de los homogenatos de
piel, lisados celulares y sobrenadantes de cultivo, obtenidos en 5.1. y 5.2.
Luego se sometieron a una electroforesis en geles de dodecil sulfato de
sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7,5% 6 10%. También se sembraron
estandares de peso molecular conocido. Las muestras se sometieron a
una electroforesis a 80 v en un gel concentrador y a 100 v en un gel
separador (Gel concentrador: Tris-HCI 0,125 M, SDS 0,1%, acrilamida/bis
acrilamida 13%, persulfato de amonio 0,1%, TEMED 0,1%; pH:6,8. Gel

separador de SDS-PAGE al 7,5 %: Tris-HCI 0,375 M, SDS 0,1%,
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acrilamida/bis acrilamida 25%, persulfato de amonio 0,1%, TEMED 0,1%;
pH:8,8. Gel separador de SDS-PAGE al 10 %: Tris-HCI 0,375 M; SDS
0,1%; acrilamida/bis acrilamida 30%; persulfato de amonio 0,1%, TEMED

0,1%; pH:8,8).

Luego de la electroforesis, las proteinas se transfirieron por el
método liqguido a una membrana de nitrocelulosa durante 1 h.
aproximadamente a 100 v en buffer de transferencia: Tris-HCI 25 mM,

glicina 192 mM, metanol 20% (v/v), pH: 8,2.

Para verificar la eficiencia de la transferencia las membranas de
nitrocelulosa se colorearon con rojo Ponceau. Después de varios lavados
con Tris-HCI 20 mM y NaCl 500 mM (TBS) se incubaron las mismas con
solucién de bloqueo TBS con Tween 20 al 0,05% (TBS-T) que contiene

5% de leche descremada durante 1 h. a temperatura ambiente.

Posteriormente las membranas se incubaron durante 18 h. con los
anticuerpos policlonales obtenidos en cabra contra VEGF-A o PECAM-1,
ambos de origen murino, diluido 1:100 y 1:500 en TBS-T con 5% de leche
descremada respectivamente. Luego de cuatro lavados con TBS-T se
agrego el segundo anticuerpo policlonal contra IgG de cabra hecho en
conejo conjugado con fosfatasa alcalina diluido 1:4000 en TBS-T con 5%
de leche descremada durante 1 h. a 37°C con agitacion. Después de lavar

tres veces con TBS-T, una vez con TBS y una vez con buffer sustrato:
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Tris-HCI 0,1 M; NaCl 0,1 M; MgCl, 5 mM, pH 9,5; se procedié a incubar
con los sustratos fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil,toluidina (BCIP) y
nitro azul de tetrazolio (NBT) en buffer sustrato. En todos los casos, como
control negativo se sembr6 una calle que no fue incubada con el primer
anticuerpo. Los pesos moleculares de las bandas proteicas se
identificaron por comparacion de sus Rf con los estandares de peso
molecular conocidos. La cuantificacidon se realizé por densitometria en un
analizador de imagenes computarizado. La expresion de la proteina
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH) se utilizé como control
de carga constante en cada calle en todos los ensayos realizados. La
concentracion proteica de las bandas se expres6 en unidades de

densidad 6ptica por mm? (D.O./mm?).

5.4. Inmunohistoquimica de PECAM-1

La expresion de PECAM-1 (CD31), marcador de neovasos, se
evalu6 también en cortes histolégicos de 5 um procedentes de muestras
de piel normal y de animales portadores de tumor, fijados en solucién de
formaldehido al 4% en PBS. Posteriormente las muestras se
deshidrataron por medio de pasajes sucesivos por concentraciones
crecientes de alcohol, se aclararon en xilol y fueron embebidos en
parafina. Luego los cortes fueron montados en un medio sintético, se

desparafinaron 3 veces en xilol y se hidrataron mediante pasajes

82



MATERIALES Y METODOS

sucesivos por concentraciones decrecientes de alcohol (100°-96°-70°)

hasta sumergirlos en PBS.

La recuperacion antigénica, se llevo a cabo sumergiendo los cortes
en una solucion de tripsina 0,01% durante 15 min. a temperatura
ambiente seguido por activacion al microondas, sumergidos en buffer
citrato: 0,25 M &cido citrico; 0,5 M fostato de sodio, pH 5; durante 3 ciclos

de 1 min. y medio cada uno a 750 w.

El blogueo de la peroxidasa enddgena se llevd a cabo sumergiendo
los cortes durante 10 min. en peroxido de hidrogeno de 30 vol. al 7 % en
metanol. Los antigenos inespecificos se bloguearon por inmersion de los
cortes en leche descremada al 5% en PBS. Después de cada paso, los
cortes se lavaron con PBS durante 5 min. Se procedio a la incubacion en
camara humeda, con el primer anticuerpo policlonal obtenido en cabra
contra PECAM-1 de origen murino diluido 1:100 en PBS, durante 1 h. a
temperatura ambiente. Luego se lavdo con PBS y se incubd con el
segundo anticuerpo policlonal biotinilado, obtenido en conejo contra IgG
de cabra, diluido 1:250 en PBS durante 1 h. a temperatura ambiente en
camara humeda. El sistema de revelado consistio en streptavidina
conjugada con peroxidasa y diaminobencidina como sustrato de la
enzima. La reaccion se detuvo con agua corriente y se realiz6 una contra
tincion con hematoxilina de Meyer durante apenas segundos para dar una

coloracion azul violacea a los nucleos celulares.
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6. EXPRESION Y ACTIVIDAD DE OXIDO NITRICO SINTASAS

6.1. Inmunodeteccién de 6xido nitrico sintasas

6.1.1. Preparacion de lisados celulares

Las células LMM3 (2x10°%) o los Mfs (2x10" ) se lisaron en un 1 ml
de buffer que contiene: Tris-HClI 50 mM pH:8, NaCl 100 mM, EGTA 2
mM, EDTA 2 mM, Triton X-100 1%, PMSF 10 mM, aprotinina 20 ug/ml,
leupeptina 20 ug/ml, inhibidor de tripsina 100 ug/ml. Los lisados celulares
se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min. La concentracién de

proteinas en los sobrenadantes se midio por el método de Lowry (1971).

6.1.2. Ensayos de Western blot

Se sembraron 30 ug de proteina por calle de los lisados obtenidos
en 6.1.1. y se sometieron a una electroforesis en geles de SDS-PAGE al
7,5 % con las mismas condiciones de corrida y transferencia que en el
punto 5.3. Para la inmunodeteccién se utilizaron anticuerpos policlonales
obtenidos en conejo contra NOS1 o NOS3 y un anticuerpo policlonal
obtenido en cabra contra NOS2 siendo los inmundégenos de origen
humano diluidos 1:100 en TBS-T con 5% de leche descremada. Luego de
varios lavados con TBS-T las membranas fueron incubadas a 37°C

durante 1h. con un segundo anticuerpo policlonal contra IgG de conejo o
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cabra segun corresponda, conjugado con fosfatasa alcalina diluido 1:4000
en TBS-T con 5% de leche descremada durante 1h. a 37°C. Las bandas
se visualizaron con una mezcla de NBT/BCIP y se cuantificaron por
densitometria en un analizador de imagenes computarizado (Davel L y
col, 2002). Como control se utilizaron péptidos bloqueantes de las

distintas isoformas de NOS que impidieron la aparicién de las bandas.

6.2. Determinacién de la actividad de 6xido nitrico sintasas

Se utilizaron placas de 48 pozos y se sembraron las células LMM3
(10° cél./pozo) o Mfs (10° cél./pozo) que se incubaron a 37°C en 500 ul de
D-MEM o D-MEM con 5% de SFB, respectivamente. Como control de la
actividad enzimatica las células fueron tratadas con L-NMMA o AG

durante 30 min. y luego el medio fue reemplazado por medio fresco.

Después de 24 h. la actividad de NOS se determind midiendo la
concentracion de nitrito (NO7,) en los sobrenadantes de cultivo por medio
del ensayo de Griess. Para esto se tomaron 50 ul del sobrenadante de
cultivo de las células y se agregé igual volumen del reactivo de Griess,
gue consiste en partes iguales de acido sulfanilico al 1% en acido acético
al 30% y naftiletilendiamina al 0,1% en acido acético al 60% (Green LC y
col, 1982). La variacion de color se detecté midiendo la absorbancia a 540
nm en un lector de ELISA. La concentracion de las muestras se determind

por extrapolacion de los valores obtenidos de una curva standard
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realizada a partir de una solucién acuosa 2 M de NaNO.,. Los resultados
se expresaron en concentracion micromolar de nitrito por millon de células

(uM /10° cél.).

Las células se trataron previamente con NOHA 10“ M o valina
5x10 M, inhibidores de arginasas, con indometacina 10° M o NS-398
10 M, inhibidores de COX, para estudiar la interaccién de los productos

de arginasas y COX sobre la actividad de NOS.

7. EXPRESION Y ACTIVIDAD DE ARGINASAS

7.1. Ensayos de Western blot

Los lisados obtenidos en el punto 6.1.1. se sometieron a
electroforesis en geles de SDS-PAGE al 10%, en los que se sembraron
25 ug de proteina por calle, con las mismas condiciones de corrida y
transferencia que en el punto 5.3. Para la inmunodeteccion se utilizé un
anticuerpo monoclonal obtenido en ratdén contra arginasa | y un anticuerpo
policlonal obtenido en conejo contra arginasa Il ambos de origen murino,
este ultimo cedido gentilmente por el Dr. Masataka Mori de la Universidad
de Kumamoto, Japén, diluidos 1:500 en TBS-T con 5% de leche
descremada. Luego de varios lavados las membranas fueron incubadas
a 37°C durante 1h. con el segundo anticuerpo policlonal contra 1gG de

ratbn hecho en conejo o el anticuerpo policlonal contra IgG de conejo
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hecho en cabra segun corresponda, conjugado con fosfatasa alcalina
diluido 1:20000 6 1:4000, respectivamente, en TBS-T con 5% de leche
descremada durante 1h. a 37°C. Como control positivo se utilizé lisado de
higado de raton. Las bandas se visualizaron con una mezcla de
NBT/BCIP y se cuantificaron por densitometria en un analizador de

imagenes computarizado (Que LG y col., 2002).

7.2. Medicion de la actividad de arginasas

La actividad de arginasas se determind midiendo la produccién de
urea por una modificacion del método previamente descripto (Modolell M
y col.,1995). Para ello se sembraron en placas de 24 pozos: células
LMM3 (10° cél./pozo) o Mfs (10° cél./pozo) y se incubaron a 37°C en 1 ml
de medio D-MEM o D-MEM con 5% de SFB, respectivamente. Para
verificar que el producto medido es producido por arginasas las células
fueron tratadas con NOHA y valina. Después de 24 h. las células se
lisaron en 0,5 ml de Triton X-100 0,1%. Luego de 30 min. a 4°C, se
agregaron 0,5 ml de Tris-HCI 25 mM que contenian MnCl, 5 mM, pH 7,4.
La enzima se activd calentando a 56°C durante 10 min. y el lisado
activado se incubé luego con arginina 0,5 M, pH 9,7 a 37°C por 60 min. La
reaccion se detuvo con H,SO, 96%: H3PO, 85%: H,O (1:3:7 Vviv).
Finalmente, se agregd a-isonitrosopropiofenona al 9% y se calent6 a
100°C por 45 min. La variacion de color se detectdé midiendo la

absorbancia a 540 nm. La concentracion de urea se calculd por
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extrapolacion de los valores obtenidos de una curva estandar realizada a
partir de una solucién acuosa de urea 1 M. Los resultados se expresaron
como micromoles de urea por hora y por millén de células (umoles/h/10°

cél.).

Las células se trataron previamente con L-NMMA 10 M o AG
2x10° M, inhibidores de NOS, con indometacina 10°M o NS-398 10 M,
inhibidores de COX, para estudiar la interaccion de los productos de NOS

y COX sobre la actividad de arginasa.

8. EXPRESION Y ACTIVIDAD DE CICLOOXIGENASAS

8.1. Inmunomarcacion de ciclooxigenasas

8.1.1. Preparacién de lisados celulares

Las células LMM3 o los Mfs purificados, se lavaron dos veces con
PBS frio y se resuspendieron con 300 ul de buffer de lisis: Tris-HCI 20 mM
pH 7,4, EDTA 1 mM, leupeptina 10 ug/ml, aprotinina 2 ug/ml, DTT 10
ug/ml, inhibidor de tripsina 100 ug/ml y benzamidina 1 mg/ml. Luego se
centrifugaron 5 min. a 5.000 rpm. La concentracion de proteinas en los

sobrenadantes se midio por el método de Lowry (1971).
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8.1.2. Ensayos de Western blot

Se sembraron 25 ug de proteina por calle de las muestras
obtenidas en el punto 8.1.1. y se sometieron a una electroforesis en geles
de SDS-PAGE al 7,5% con las mismas condiciones de corrida y
transferencia que en el punto 5.3. Para la inmunodeteccion se utilizaron
anticuerpos policlonales obtenidos en conejo contra COX-1 o COX-2 de
origen murino diluidos 1:300 en TBS-T con 5% de leche descremada.
Luego de varios lavados con TBS-T las membranas fueron incubadas a
37°C durante 1h. con el segundo anticuerpo policlonal contra IgG de
conejo hecho en cabra conjugado con fosfatasa alcalina diluido 1:5000 en
TBS-T con 5% de leche descremada durante 1h. a 37 °C. Las bandas se
visualizaron con una mezcla de NBT/BCIP y se cuantificaron por

densitometria en un analizador de imagenes computarizado.

8.2. Medicion de la actividad de ciclooxigenasas

8.2.1. Preparacion de las muestras

Las células LMM3 (10° cél./pozo) o Mfs (10° cél./pozo) se

incubaron a 37°C durante 24 h. en placas de 24 pozos con 0,8 ml de

medio D-MEM o D-MEM con 5% de SFB, respectivamente. Los

sobrenadantes se guardaron a —-80°C. Como control de la actividad
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enzimatica las células fueron tratadas previamente con inhibidores de

COX como indometacina y NS-398.

Las células se trataron previamente con L-NMMA 10 M o AG
2x10° M, inhibidores de NOS, con NOHA 10* M o valina 5x10% M,
inhibidores de arginasas, para estudiar la interaccion de los productos de

NOS y arginasas sobre la actividad de COX.

8.2.2. Radioinmunoensayo

La actividad de COX se determind midiendo la produccién de PGE;
por radioinmunoensayo (Granstrom E y Kindhal H, 1978). A 100 ul de
cada muestra se agregaron 500 ul de antisuero contra PGE; hecho en
conejo y 100 ul (5 pg) de [*H]-PGE,. Todas las diluciones se hicieron en
buffer fosfato (NaH,PO, 10 mM, Na,HPO, 10 mM, albumina bovina
0,01%, azida sdédica 0,1%; pH 7,4). Luego de incubar por 1 h. a 4°C se
agregaron 200 ul de una suspension de carbén-dextran (carbon activado
0,1%; dextran 0,01% en buffer fosfato) para separar la fraccion unida de
la libre. ElI sobrenadante de cada muestra obtenido después de la
centrifugacion a 3.000 rpm, se combin6 con 1 ml de solucion de centelleo
biodegradable. La concentracion de cada muestra se calculé por
extrapolacion de una curva de concentraciones conocidas de PGE; en
buffer fosfato tratadas de igual forma que las muestras. Los resultados se

expresaron en picogramos de PGE; por millén de células (pg/10° cél.).
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9. EXPRESION Y FUNCION DE LOS RECEPTORES MUSCARINICOS

9.1. Inmunomarcacion de receptores muscarinicos

9.1.1. Preparacién de las muestras

La expresion de RM se estudié en MfsN y en Mfs provenientes de
portadores del tumor LMMS3 en los estadios mencionados. Se realiz6 la
purificacion de una fraccién celular enriquecida en membrana por medio
de una modificacion del método previamente descripto (Espafiol AJ y col.,
2003). Los MfsN o MfsT purificados (10° cél.) se lisaron en 1 ml de buffer
que contiene: 0,5 % de NP-40, Tris-HCI 10 mM, MgCl, 5 mM, NaCl
50 mM, ortovanadato 0,1 mM, PMSF 5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1mM,
aprotinina 10 wg/ml, leupeptina 10 ug/ml, inhibidor de tripsina 10 ug/ml
pH 7. El lisado se sonicé en frio por 30 seg. y se centrifugd a 3.000 rpm
durante 20 min. a 4°C. El sobrenadante se centrifugd a 10.000 rpm
durante 20 min. a 4°C y se guardd6 a —80°C. La concentracion de

proteinas se midio por el método de Lowry (1971).

9.1.2. Ensayos de Western blot

Se sembraron 30 ug de proteina por calle de las muestras
obtenidas en 9.1.1. y se sometieron a una electroforesis en geles de

SDS-PAGE al 7,5% con las mismas condiciones de corrida y transferencia
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gue en el punto 5.3. Para la inmunodeteccion se utilizaron anticuerpos
policlonales obtenidos en cabra contra los receptores Mi, Mz y M3 y
anticuerpos policlonales obtenidos en conejo contra M, y Ms todos de
origen humano diluidos 1:100 en TBS-T con 5% de leche descremada.
Luego de varios lavados con TBS-T las membranas fueron incubadas a
37°C durante 1h. con el segundo anticuerpo policlonal contra IgG de
cabra hecho en conejo o un anticuerpo policlonal contra IgG de conejo
hecho en cabra, segun corresponda, conjugado con fosfatasa alcalina
diluido 1:4000 en TBS-T con 5% de leche descremada durante 1h. a
37°C. Las bandas se visualizaron con una mezcla de NBT/BCIP y se
cuantificaron por densitometria en un analizador de imagenes

computarizado.

9.2. Funcionalidad de los receptores muscarinicos

Para estudiar la funcionalidad de los RM las células LMM3 6 los
Mfs fueron tratados con CARB, agonista muscarinico, en distintas
concentraciones durante 1h. en ausencia 0 en presencia de atropina
10® M, antagonista muscarinico; pirenzepina 10° M, antagonista selectivo
Mi; metoctramina 10° M, antagonista selectivo M; y 4-difenilacetoxi-N-

metil-piperidina 10° M (4-DAMP), antagonista selectivo Ma.

Para estudiar si las enzimas NOS, arginasas o COX son efectoras

de la activacion de los RM, las células LMM3 6 los Mfs fueron tratados
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previamente con L-NMMA 10 M, AG 2x10° M, NOHA 10 M, valina
5x102 M, indometacina 10° M o NS-398 10° M que fueron agregados 30
min. antes que el CARB. Luego de tratar con CARB se cambio el medio
de las células por D-MEM fresco y luego de 24 h se midié la produccién

de NO, ureay PGE-.

9.3. Deteccion de la expresion del factor de crecimiento del endotelio

vascular-A en macréfagos tratados con carbacol

9.3.1. Preparacioén de lisados celulares

La produccion de VEGF-A fue medida en lisados de MfsT7 tratados
con CARB 107 M por 1 h. en ausencia y en presencia de atropina 10° M,
pirenzepina 10° M, metoctramina 10° M, 4-DAMP 10° M o de inhibidores
enziméaticos NOHA 10* M, indometacina 10° M o NS-398 10° M. Luego
de ser tratadas con CARB se cambio el medio de las células por D-MEM
fresco y se cultivaron por 24 h a 37°C. Luego las células fueron lavadas 2
veces con PBS y lisadas con Tris-HCI 50 mM pH:8, NaCl 100 mM, EGTA
2 mM, EDTA 2 mM, Triton X-100 1%, PMSF 10 mM, aprotinina 20 ug/ml,
leupeptina 20 ug/ml, inhibidor de tripsina 100 ug/ml. Los lisados celulares
se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 min. La concentracion de proteinas

en los sobrenadantes se midié por el método de Lowry (1971).
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9.3.2. Ensayos de Western blot

Se realiz6 de la misma manera que en el punto 5.3.

10. LINFOANGIOGENESIS

10.1. Inmunodeteccion de los marcadores linfoangiogénicos LYVE-1

y factor de crecimiento del endotelio vascular-C

Se sembraron 30 ug de proteina por calle de las muestras
obtenidas en el punto 5.1. y se sometieron a una electroforesis en geles
de SDS-PAGE al 7,5% 6 10% con las mismas condiciones de corrida y
transferencia que en el punto 5.3. Para la inmunodetecciéon se utilizé un
anticuerpo policlonal obtenido en cabra contra LYVE-1 de origen murino y
un anticuerpo policlonal obtenido en conejo contra VEGF-C de origen
humano diluidos 1:100 en TBS-T con 5% de leche descremada. Luego de
varios lavados con TBS-T las membranas fueron incubadas a 37°C
durante 1h. con el segundo anticuerpo policlonal contra IgG de cabra
hecho en conejo o un anticuerpo policlonal contra IgG de conejo hecho en
cabra, segun corresponda, conjugados con fosfatasa alcalina diluido
1:4000 en TBS-T con 5% de leche descremada durante 1h. a 37 °C. Las
bandas se visualizaron con una mezcla NBT/BCIP y se cuantificaron por

densitometria en un analizador de imagenes computarizado.
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11. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron los ensayos de ANOVA o Kruskal Wallis para
comparar el valor de las medias y las diferencias entre ellas se

consideraron significativas cuando p<0,05.

12. REACTIVOS GENERALES

- Acetato de sodio (MercK)

- Acido acético (Berna).

- Acido clorhidrico (Merk).

- Acido etilenglicoltetracético (Merck).

- Acido fosforico (Cicarelli).

- Acido sulfanilico (MercK).

- Acido sulfarico (Cicarelli).

- Acrilamida (Promega).

- AlbUumina sérica bovina (Sigma).

- Aminoguanidina (Sigma)

- Anhidrido acético (Carlo Erba).

- Anticuerpo policlonal obtenido en cabra contra PECAM-1 de origen
murino (Santa Cruz Biotechnology).

- Anticuerpo policlonal obtenido en cabra contra VEGF-A de origen

murino (Santa Cruz Biotechnology).
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Anticuerpo policlonal obtenido en conejo contra AMPc, cedido por el
Dr. A. F. Parlow del National Hormone & Peptide Program, Harbor-
UCLA Medical Center. Torrance, California.

Anticuerpo policlonal obtenido en conejo contra arginasa Il de origen
murino, cedido por los Dres. T Gotoh y M Mori, Facultad de Medicina,
Universidad de Kumamoto, Japon.

Anticuerpos policlonales obtenidos en conejo contra COX-1 o COX-2
de origen murino (Cayman Chemical Co).

Anticuerpo policlonal obtenido en conejo contra GAPDH de origen
humano (Santa Cruz Biotechnology).

Anticuerpos policlonales obtenidos en conejo contra NOS1 o NOS3 y
anticuerpo policlonal obtenido en cabra contra NOS2 todos de origen
humano (Santa Cruz Biotechnology).

Anticuerpo policlonal obtenido en cabra contra 1gG de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma).

Anticuerpo policlonal obtenido en conejo contra IgG de cabra
conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma).

Anticuerpo policlonal obtenido en conejo contra IgG de raton
conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma).

Anticuerpo monoclonal obtenido en ratén contra arginasa | de origen
murino (Transduction Laboratorios. BD Biosciences).

Aprotinina (Sigma).

Azida sédica (Merk).

Azul tripan (Sigma).
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Bicarbonato de sodio (J.T. Baker).
Bis/poliacrilamida (Bio Rad).
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato-p-toluidina (Sigma).
4-carboxifenil-N, N-difenilcarbamato (Sigma).
Cloruro de carbamilcolina (Sigma).

Cloruro de magnesio (Merck).

Cloruro de manganeso (Merck)

Cloruro de sodio (Merck).

D-MEM (GIBCO).

Deoxicolato de sodio (Sigma).

Dextrano (Pharmacia Fine Chemicals).
Ditiotreitol (Sigma).

Dodecil sulfato de sodio (Sigma).
Estandares de peso molecular (Bio Rad).
Ester metilico de N“-nitro-L-arginina (Sigma).
Etanol (Soria).

Eter etilico (Biopack).
Etilendiaminotetracético (Merck).

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Sigma).
Fosfato disodico (Sigma).

Fosfato monosodico (Sigma).

Glicina (Invitrogen).

H-7 (Sigma)

Indometacina (Sigma).
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Inhibidor de tripsina tipo Soybean (Sigma).
a-isonitrosopropiofenona (Sigma).

L-arginina (Fluka).

Leupeptina (Sigma).

Lisado de higado de ratén (BD Transduction Laboratories).
Metanol (Cicarelli).

Monofosfato ciclico de adenosina (Sigma)
Naftilendeamina (Sigma).
N-(2-ciclohexiloxi-4-nitrofenil)-metanosulfonamida (ICN Biomedicals
Inc.).

N“hidroxi-L-arginina (Sigma).

Nitrato de sodio (Merck).

Nitro azul de tetrazolio (Sigma).

N€-monometil-L-arginina (Sigma).

N, N, N, N'-di-dimetilaminoetanol (Bio Rad).
Ortovanadato de sodio (Sigma).

Péptidos bloqueantes de NOS1, NOS2 y NOS3 (Santa Cruz
Biotechnology).

Persulfato de amonio (ICN Biomedicals Inc.).

Solucion de centelleo biodegradable de Hisafe (Wallac).
Suero fetal bovino (GENSA).

Trietilamina (Merck).

Tripsina (GIBCO).

Tris-HCI (Promega Corporation)
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- Tritdbn X-100 (J.T. Baker).
- Tween 20 (Sigma).
- Urea (Fluka).

- Valina (Sigma).

Radioactivos:
- Timidina tritiada ([(*H]Timidina, act, esp. 5 Ci/mmol, Amersham-
Pharmacia),
- Prostaglandina E; tritiada ([*H]-PGE2, act. esp. 154 Ci/mmol, NEN, Life
Science Products).

Na'®®l (act. esp. de 600 Ci/mmol, Dupont-New England Nuclear)

I'*-AMPc se obtuvo por marcacién con Cloramina-T limitante.
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1. ANGIOGENESIS INDUCIDA POR LAS CELULAS LMM3

La neovascularizacion o angiogénesis es usualmente un pre-requisito
para la progresion tumoral y muchos aspectos de este proceso no son adn
completamente conocidos. Por lo tanto, se evalué la capacidad angiogénica
de células de la linea LMM3 derivada de un adenocarcinoma mamario
murino metastasico, en un modelo singeneico en el que los portadores de
tumor pertenecen a la cepa BALB/c. En la Figura 15 (panel izquierdo) se
muestra que la inoculaciéon de 2x10° células LMM3 induce un aumento
significativo en la densidad de vasos (LMMS3: 3,9+0,4; n=6) con respecto al
control (piel normal) (1,7+0,2; n=6). El efecto producido por las células LMM3
es significativamente mayor que el que producen las células LM3 que
derivan de un tumor mamario murino relacionado genéticamente con el

anterior pero no metastasico (LM3: 2,7+0,4; n=6).

En la Figura 15 (panel derecho) se muestran fotografias del sitio
angiogénico de la piel inoculada con células LM3 y células LMM3
observandose que estas Ultimas producen una marcada formacion de

microvasos con “loops” con respecto a la piel normal.

Debido a que las células LMM3 son potentes inductoras de la
angiogeénesis tumoral y el potencial invasivo estd dado por su capacidad
para metastatizar, fueron utilizadas como modelo en todos los experimentos

de esta tesis.
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Figura 15: Angiogénesis inducida por células LM3 y LMM3. Los resultados se expresaron
como N° de vasos/mm? de piel. Los valores son promedios = E.S. de n=6. *p<0,0001 vs.
piel normal (PN) (Panel izquierdo). Fotografias del sitio angiogénico: a) PN;
neovascularizacién inducida por b) células LM3, c) células LMM3 (aumento 64x) (Panel
derecho).

Es sabido que el VEGF-A es una citoquina angiogénica de central
importancia en la progresion tumoral. Por lo tanto estudiamos su expresion
en células LMM3 tanto en lisados como en sobrenadantes de cultivo y

observamos que dichas células expresan y liberan VEGF-A (Fig. 16 A).

También estudiamos la expresién de esta proteina en muestras de

piel obtenidas de animales con 5, 7 y 14 dias de portacion del tumor LMM3.
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Por Western blot (Wb) se observdé un aumento en la
inmunoreactividad de VEGF-A a 70 y 50 kDa a partir de los 7 dias de
portacion del tumor con respecto al control de piel normal como lo indican los
valores de D.O./mm? (PT7: 0,65+0,07 y 1,0+0,1; PN: 0,20+0,02 y 0,38+0,04;

n=3) (Fig. 16 B).
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Figura 16: Western blot para detectar la expresiéon de VEGF-A. A) Sobrenadantes (S) y
lisados (L) de células LMM3 en cultivo. B) Homogenatos de piel inoculada con el tumor
LMM3 luego de 5, 7 y 14 dias de portacién (PT5, PT7 y PT14). El peso molecular de las
proteinas esta indicado a la izquierda. La expresién de GAPDH se us6é como control de
carga constante en cada calle. Analisis densitométrico de las bandas expresado en
unidades de densidad 6ptica por milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra
un ensayo representativo de tres semejantes.
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1.2. Participacion de las enzimas Oxido nitrico sintasa, arginasa y

ciclooxigenasa en la angiogénesis inducida por las células LMMS3

El metabolismo de la arginina via NOS, produce NO el cual se
encuentra involucrado en distintas etapas de la tumorigénesis. Por esto se
estudié la participacion de la NOS en la actividad angiogénica inducida por
las células LMMS3. La Figura 17 muestra que el efecto producido por las
células LMM3 es revertido por el tratamiento de las mismas con L-NMMA
10™ M, inhibidor no selectivo de NOS (1,4+0,2; n=6) 0 AG 2x10® M, inhibidor

selectivo de NOS2, (1,8+0,4; n=6).
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Figura 17: Angiogénesis inducida por células LMM3 en ausencia o en presencia de
NG-monometiI-L-arginina 10" M (L-NMMA), aminoguanidina (AG) 2x10° M, N°hidroxi-L-
arginina (NOHA) 10 M, valina (VAL) 5x107 M, indometacina (INDO) 10° M, NS-398 10 M.
Los resultados se expresaron como N° de vasos/mm? de piel. Los valores son promedios +
E.S. de n=6. *p<0,0001 vs. piel normal (PN).
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Ademas, la arginina también puede ser metabolizada por las
arginasas, que producen urea y ornitina. Esta uUltima es utilizada para la
formacion de poliaminas necesarias para la proliferacion celular. Por lo tanto
se estudido el rol de esta enzima en la neovascularizacion. Para esto
tratamos las células con NOHA 10* M (2,0+0,2; n=6), inhibidor de las
arginasas, o con valina 5x102 M (1,8+0,2; n=6), un amino&cido que interfiere
en la actividad de dicha enzima y observamos que ambos redujeron

significativamente la respuesta neovascular.

En nuestro laboratorio demostramos previamente que el tratamiento
in vivo de animales BALB/c con indometacina, un inhibidor de la COX, redujo
el crecimiento tumoral (Davel LE y col., 1985). Teniendo en cuenta que la
PGE; puede modular el crecimiento tumoral por activacion de sus receptores
y activar vias de sefalizaciébn que controlan la proliferacién y la migracion
celular, investigamos la participacién de la misma en la neovascularizacion
inducida por las células LMM3. Para esto se trataron las células con
indometacina 10 M, inhibidor no selectivo de COX, (1,3+0,1; n=6) y con NS-
398 10° M, inhibidor selectivo de COX-2 (1,8+0,3; n=6) que redujeron
significativamente la respuesta neovascular inducida por las células

tumorales (Fig. 17).

Estos resultados indican que los productos de las enzimas NOS,
arginasa y COX se encuentran implicados en la neovascularizacién que

producen las células LMMS3.
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1.2.1. Expresion y actividad de Oxido nitrico sintasas, arginasas y

ciclooxigenasas en células LMM3

Teniendo en cuenta que las enzimas NOS, arginasa y COX estan
implicadas en la angiogénesis inducida por las células LMMS3, se estudi6 la
actividad enzimética y la expresion de dichas enzimas. Por Wb observamos
gue las células LMM3 expresan constitutivamente las isoformas NOS2 y
NOS3. La produccién de NO, (uM/10° células) de las células LMM3
(16,0+0,4; n=6) es reducida por los inhibidores de NOS, L-NMMA 10* M

(4,420,2;: n=6) y AG 2x10° M (5,0+0,5; n=6) (Fig. 18 A).

Las células LMM3 también expresan constitutivamente la isoforma I
de arginasa. La produccién de urea (umoles/h/10° células) de las células
LMM3 (182,0+0,6; n=6) es bloqueada por los inhibidores de esta enzima,

NOHA 10“ M (70,4+1,4; n=6) y valina 5x102 M (143,6+0,8; n=6) (Fig. 18 B).

Por otro lado, las células LMM3 expresan las isoformas 1y 2 de COX.
La produccién de PGE; (pg/10° células) (301,0+6,4; n=6) es reducida por los
inhibidores, indometacina 10°® M (45,1+3,2; n=6) y NS-398 10° M

(144,6+16,1; n=6) (Fig. 18 C).
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Figura 18: Actividad y expresion enzimatica en células LMM3. A) Produccion de NO; en
ausencia y en presencia de NG-monometiI-L-arginina (L-NMMA) 10 M o aminoguanidina
(AG) 2x10° M expresada como MM/lO6 células, B) Produccién de urea en ausencia y en
presencia de N“hidroxi-L-arginina (NOHA) 10™ M o valina (VAL) 5x107% M expresada como
Mmoles/h/lo6 células, C) Producciéon de PGE; en ausencia y en presencia de indometacina
(INDO) 10° M 0 NS-398 10° M expresada como pg/lO6 células. Los valores son promedios
+ E.S. de n=6. *p<0,0001 vs. LMM3 (Panel izquierdo). Expresién de las enzimas por
Western blot y analisis de las bandas por densitometria en unidades de densidad 6ptica por
milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel derecho). Se muestra un ensayo representativo de
tres semejantes.
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2. LOS MACROFAGOS DE PORTADORES DE TUMOR MODULAN LA

ANGIOGENESIS INDUCIDA POR LAS CELULAS LMM3

Previamente se demostré que las células LMM3 inducen una potente
repuesta angiogénica en animales singeneicos. Sin embargo, el rol de las
células inflamatorias obtenidas de portadores de tumor en la
neovascularizacibn es menos conocido. Teniendo en cuenta que los Mfs
constituyen el principal componente del infiltrado leucocitario en los tumores,
se estudié el papel de los Mfs peritoneales en la respuesta angiogénica
inducida por células LMM3. Para esto se obtuvieron Mfs peritoneales de
portadores de tumor de 5 dias (MfsT5), 7 dias (MfsT7), 14 dias (MfsT14) y
de animales normales (MfsN). Los Mfs se cultivaron con las células LMM3
en una proporcién 100:1 (LMM3:Mfs, 2x10°:2x10%) y luego se inocularon en

ambos flancos de hembras BALB/c.

En la Figura 19 A se muestra que el agregado de los MfsT7 potencié
la respuesta angiogénica de las células LMM3 (LMM3: 3,4+0,4;
LMM3+MfsT7: 5,0+0,5; n=5). La co-inoculacién de células LMM3 con MfsN,
MfsT5 o MfsT1l4 no modificé la respuesta neovascular de las células
tumorales (Fig. 19 A). Los MfsT inoculados sin células tumorales y en la
misma concentracion no modificaron la densidad de vasos de la piel normal

(1,720,4: n=4).
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Figura 19: Ensayo de angiogénesis con células LMM3 cultivadas con macréfagos normales
(MfsN2 y tumorales (MfsT). A) Células LMM3 (2x10°) en ausencia o en presencia de MfsN
(2x10% o MfsT (2x10%) se inocularon y la angiogénesis se midié como N° de vasos/ mm?® de
piel. Los valores son promedios + E.S. de n=5. *p<0,001 vs. PN, # p<0,0001 vs. LMM3. B)
Fotografias de a) piel normal (PN); neovascularizacién inducida por b) células LMM3 y c)
por células LMM3 con MfsT7 (aumento 64x).

En la Figura 19 B se muestran imagenes del sitio de inoculacion con
células LMM3 y células LMM3 con MfsT7, en la relacion antes mencionada,
observandose que la combinacion de células LMM3:MfsT7 potencia la

formacién de microvasos con “loops” que produce la célula tumoral.

Los ensayos de angiogénesis se completaron con el estudio de la

expresion de PECAM-1 (CD31) una molécula que se expresa

109



RESULTADOS

particularmente en los vasos sanguineos de reciente formacion. Para esto se
realizaron homogenatos de muestras de piel obtenidas de los ensayos de
angiogénesis. Por Wb demostramos que las células LMM3 producen un
aumento significativo en la expresion de la proteina PECAM-1 que esta
ausente en la piel normal (Fig. 20). La co-inoculacion de células LMM3 con
MfsT7 potencia la expresion de la proteina PECAM-1, mientras que con los
MfsN, MfsT5 o MfsT14 no se modifica la densidad de la banda de dicha
proteina en relacion con la que corresponde a las células LMM3 solas, tal
como indican los valores de D.O./mm? (LMM3+MfsT7: 0,48+0,08; LMM3:

0,12+0,02; n=3) (Fig. 20).
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Figura 20: Expresion de PECAM-1 en homogenatos de piel inoculada con células LMM3 en
ausencia o en presencia de macréfagos normales (MfsN) (2x103) o tumorales (MfsT)
(2x103). La expresion de GAPDH se us6 como control de carga constante en cada calle.
Analisis densitométrico de las bandas expresado en unidades de densidad éptica por
milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra un ensayo representativo de
tres semejantes.
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También se estudi6 la expresion de PECAM-1 por
inmunohistoquimica, en cortes de piel del sitio angiogénico. En la Figura 21
se detecta la presencia de este marcador por la tincion marron en el
endotelio vascular. Se observa que la expresion de PECAM-1 es negativa en
piel normal y positiva cuando se inoculan células LMM3. La inoculacion de
células LMM3 con MfsT7 potenci6 la formacibn de vasos vy

concomitantemente aumenté la inmunomarcacion de la molécula PECAM-1.

Figura 21: Inmunohistoqjuimica de PECAM-1 en cortes de a) piel normal b) piel inoculada
con células LMM3 (2x10°) c) células LMM3 con macro6fagos de portadores del tumor LMM3
de 7 dias (MfsT7) (2x105: 2x103) (aumento 400X).
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Para confirmar los resultados del ensayo in vivo, se estudid la
expresion de VEGF-A por Wb como marcador de angiogénesis en la piel de
animales inoculados con células LMM3 y Mfs. Se observé un aumento en la
expresion de VEGF-A a 50 kDa, aproximadamente, cuando se inocularon las
células LMM3 con MfsT7 con respecto al control como lo indican los valores
de D.O./mm? (LMM3+MfsT7:1,30+0,15 y LMM3:0,81+0,10; n=3) (Fig. 22).
Estos resultados coinciden con el aumento en la densidad de vasos y

también con los resultados observados en la expresion de PECAM-1.
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Figura 22: Western blot para detectar la expresion de VEGF-A en piel inoculada con células
LMM3 (2x105) y macréfagos (2x103) provenientes de animales normales (MfsN) o
portadores de tumor (MfsT). El peso molecular de las proteinas est4 indicado a la izquierda.
La expresion de GAPDH se us6 como control de carga constante en cada calle. Analisis
densitométrico de las bandas expresado en unidades de densidad 6ptica por milimetro
cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra un ensayo representativo de tres
semejantes.
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2.1. Participacion de 6xido nitrico sintasa, arginasay ciclooxigenasa en

la modulacion de la angiogénesis tumoral producida por MfsT7

Sabiendo que las enzimas NOS, arginasa y COX estan implicadas en
la tumorigénesis, se investigo la participacion de sus metabolitos en el efecto
gue ejercen los MfsT7 sobre la respuesta angiogénica de las células LMMS3.
Para esto se trataron los MfsT7 con los inhibidores de las enzimas
mencionadas y luego se cultivaron con las células LMM3 en una proporcion
célula tumoral: Mfs 100:1. Luego las células se inocularon para realizar
ensayos de angiogénesis in vivo. Observamos que los inhibidores de NOS,
L-NAME 10° M (3,5+0,2; n=5) o AG 2x10° M (3,2+0,3; n=5) reducen
significativamente el efecto estimulante que los MsfT7 producen sobre la

angiogénesis inducida por las células LMM3.

Por otro lado, la inhibicién de la enzima arginasa con NOHA 10 M
(2,2+0,2; n=5) o valina 5x10% M (2,2+0,2; n=5) también reduce el efecto

producido por los MfsT7.

El tratamiento previo de los MfsT7 con indometacina 10° M (2,4+0,3;

n=5) o NS-398 10° M (2,3+0,2; n=5), inhibidores de COX, reduce

significativamente el efecto estimulante de los MfsT7 (Fig. 23).
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Figura 23: Ensayo de angiogénesis de células LMM3 en co-cultivo con macréfagos de
portadores del tumor LMM3 de 7 dias (MfsT7) en una proporcién 100:1. Los MfsT7 se
trataron con éster metilico de N“-nitro-L-arginina (L-NAME) 2x10° M, aminoguanidina (AG)
2x10° M, N“hidroxi-L-arginina (NOHA) 10 M, valina (VAL) 5x10° M, indometacina
(INDO) 10° M, NS-398 10° M. La angiogénesis fue expresada como N° de vasos/mm? de
piel. Los valores son promedios + E.S. de n=5. *p<0,001 vs. LMM3.

Cabe destacar que el tratamiento de los MfsT7 con los inhibidores de
arginasa y COX produjo una disminucién significativamente mayor en la
respuesta neovascular que el tratamiento con los inhibidores de NOS, lo que
indicaria que estas enzimas tendrian una participacion mas importantes en

el efecto estudiado.
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3. LOS MACROFAGOS DE PORTADORES DE TUMOR SON

ANGIOGENICOS PER SE

Los Mfs provenientes de portadores del tumor mamario murino LMM3
potencian la respuesta angiogénica de las células tumorales, efecto que no
producen los MfsN. Es probable que se hayan activado dentro del portador
del tumor, tal vez adquiriendo la capacidad de inducir angiogénesis per se.
Por lo tanto, se realizaron ensayos de angiogénesis in vivo donde se
inocularon Mfs en concentraciones analogas a las de las células tumorales,
3x10° células por sitio. Se observé que los MfsT7 (2,6+0,1; n=5) y los
MfsT14 (3,6+0,4; n=5) producen una respuesta angiogénica positiva
comparable a la que producen las células tumorales, mientras que los MfsT5
(1,2+0,2; n=5) y los MfsN (1,5+0,2; n=5) no modifican la densidad de vasos

en comparacion con la piel normal (Fig. 24).
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Figura 24: Angiogénesis inducida por macréfagos (Mfs) de portadores del tumor LMM3. Los
Mfs (3x106) fueron inoculados intradérmicamente y la angiogénesis se midi6 como N° de
vasos/mm?® de piel. Los valores son promedios + E.S. de n=5 *p<0,001 y **p<0,0001 vs. piel
normal (PN).
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La respuesta angiogénica inducida por los MfsT7 y los MfsT14 se
evalu6é también con la expresion de PECAM-1 en homogenatos de piel del
sitio angiogénico. Se observé que los MfsT7 y los MfsT14 inducen un
aumento en la expresion de PECAM-1, mientras que los MfsT5 no la
modifican en comparacion con la piel normal que no expresa dicho
marcador, como lo indican los valores de D.O./mm? (MfsT7: 0,2+0,1;
MfsT14: 3,6x0,2; n=3) (Fig. 25). Estos resultados fueron coincidentes con el
aumento del numero de vasos observado en el ensayo de angiogénesis

realizado con las mismas células.
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Figura 25: Expresion de PECAM-1 en homogenatos de piel inoculada con 3x10°
macrdfagos (Mfs) de animales normales (MfsN) o de portadores del tumor LMM3 (MfsT) en
distintos estadios. El peso molecular de la proteina esta indicado a la izquierda. La
expresion de GAPDH se us6 como control de carga constante en cada calle. Andlisis
densitométrico de las bandas expresado en unidades de densidad 6ptica por milimetro
cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra un ensayo representativo de tres
semejantes. PN: piel normal.
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Teniendo en cuenta que el VEGF-A es una molécula indispensable
para inducir la formacion de nuevos vasos sanguineos, se realizaron
homogenatos de piel del sitio angiogénico y se estudié la expresion de dicha
proteina por Wb. Se observé un aumento en la expresién de VEGF-A a 50
kDa en la piel del sitio inoculado con los MfsT7 con respecto al control como
lo indican los valores de D.O./mm? (MfsT7:2,5+0,2 y PN:1,2+0,3; n=3) (Fig.
26). Estos resultados coinciden con los obtenidos anteriormente al
cuantificar el numero de vasos y con los resultados observados en la

expresion de PECAM-1.
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Figura 26: Western blot para detectar la expresiéon de VEGF-A en piel inoculada con
macréfagos normales (MfsN) o de portadores de tumor (MfsT) (3x105). El peso molecular de
la proteina estd indicado a la izquierda. La expresion de GAPDH se us6 como control de
carga constante en cada calle. Analisis densitométrico de las bandas expresado en
unidades de densidad 6ptica por milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra
un ensayo representativo de tres semejantes. PN: piel normal.
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3.1. Participacién de las enzimas O6xido nitrico sintasa, arginasa y

ciclooxigenasa en la angiogénesis inducida por macréfagos

Como se demostré previamente, los MfsT7 y MfsT14 producen una
respuesta angiogénica positiva comparable a la que producen las células
tumorales. Por otro lado, también demostramos que las enzimas NOS,
arginasa y COX estan implicadas en la neovascularizacion inducida por las
células LMM3. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se investigd la
participacion de dichas enzimas en el efecto angiogénico inducido por los
MfsT. Para esto se trataron previamente los MfST7 y los MfsT14 con los

inhibidores enzimaticos y luego se inocularon en animales singeneicos.

La inhibicién de la NOS, con L-NMMA 10 M (MfsT7:1,8+0,1; MfsT14:
2,3+0,2; n=5) 0 AG 2x10° M (MfsT7: 1,6+0,1; MfsT14: 2,7+0,2; n=5), redujo

totalmente la respuesta angiogénica inducida por los MfsT7 y MfsT14.

Asimismo, al tratar los Mfs con NOHA 10* M (MfsT7: 1,5+0,2;
MfsT14: 2,3+0,2; n=5), inhibidor de las arginasas, también disminuyé la

respuesta neovascular en ambos grupos de células.

También se redujo significativamente la densidad de microvasos en la
piel, inducida por los MfsT cuando se inhibid la actividad de COX con
indometacina 10°® M (MfsT7:1,4+0,2; MfsT14:2,8+0,1; n=5) o NS-398 10° M

(MfsT7: 1,8 =0,1; MfsT14: 2,4+0,3; n=5) (Fig. 27).
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Figura 27: Ensayo de angiogénesis inducida por macréfagos provenientes de portadores
de tumor (MfsT). A) MfsT7 (3x105) y B) MfsT14 (3x105) fueron tratados con N®-monometil-L-
arginina (L-NMMA) 10™ M, aminoguanidina (AG) 2x10° M, N“hidroxi-L-arginina (NOHA) 10
M, indometacina (INDO) 10® M, NS-398 10° M e inoculados intradérmicamente. La
angiogénesis fue medida como N° de vasos/mm? de piel. Los valores son promedios = E.S.
de n=5. *p<0,001 vs. PN (piel normal).

119



RESULTADOS

3.1.1. Expresién y actividad de Oxido nitrico sintasas, arginasas y

ciclooxigenasas en macrofagos

Teniendo en cuenta que los MfsT7 y MfsT14 son angiogénicos per se
y que los productos de las enzimas NOS, arginasa y COX estan
involucrados en dicho efecto, se estudio la expresion y actividad de dichas
enzimas en ambas poblaciones de Mfs. Por Wb detectamos que los Mfs
expresan constitutivamente las isoformas NOS1 y NOS2 (Fig. 28 A). Los
MfsT muestran una expresion menor de ambas isoformas de NOS que los
MfsN (NOS1: 0,15+0,05; NOS2: 0,32+0,03, n=3) como lo indican los valores
de D.O./mm?. Asimismo la expresién de NOS1 y NOS2 disminuye en los
MfsT con el tiempo de portacion del tumor (MfsT7: NOS1: 0,71+0,11;

NOS2:0,25+0,05; MfsT14: NOS1:0,02+0,01; NOS2:0,15+0,05; n=3).

Al medir la produccion de NO;™ se observé que ambas poblaciones de
MfST producen menores concentraciones del mismo que los MfsN (MfsN:
86,3+2,8; MfsT7: 59,9+2,2; MfsT14: 19,4+3,9; n=4); estos resultados
concuerdan con una menor expresion de proteinas NOS en los MfsT (Fig. 28
B). La isoforma NOS3 no fue detectada en ninguna de las tres poblaciones

de Mfs estudiadas.
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Figura 28: A) Deteccidn de las isoformas de NOS en macro6fagos provenientes de animales
normales (MfsN) y de portadores de tumor (MfsT7 y MfsT14) por Western blot. Los pesos
moleculares indicados a la izquierda coinciden con los de las isoformas de la enzima. La
expresion de GAPDH se us6 como control de carga constante en cada calle. Andlisis
densitométrico de las bandas expresado en unidades de densidad 6ptica por milimetro
cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra un ensayo representativo de tres
semejantes. B) Actividad enzimatica de NOS medida como produccién de NOy’ (uM/lO6 cél.).
Los valores son promedios + E.S. de n=4. *p<0,01 y ** p<0,0001 vs. MfsN.

Paralelamente, también fue examinada por Wb la expresion de las
isoformas de arginasa. Todas la poblaciones de Mfs expresan
constitutivamente las isoformas | y Il de arginasa, siendo mayor la expresion

de ambas isoformas en los MfsT que en los MfsN (Fig. 29 A). Dicha
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expresion aumenta significativamente con los dias de portacién del tumor
(MfsN: Arginasa I: 1,8+0,2; Arginasa II: 3,1+0,1; MfsT7: Arginasa I: 2,6+0,2;
Arginasa II: 3,8+0,3; MfsT14: Arginasa I: 2,6+0,3; Arginasa II: 4,5£0,2; n=3)

como lo indican los valores de D.O./mm>.
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Figura 29: A) Deteccidn de las isoformas de arginasa en macréfagos de animales normales
(MfsN) y de portadores de tumor (MfsT7 y MfsT14) por Western blot. Los pesos moleculares
estan indicados a la izquierda. La expresién de GAPDH se us6 como control de carga
constante. Andlisis densitométrico de las bandas expresado en unidades de densidad 6ptica
por milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra un ensayo representativo de
tres semejantes. B) Actividad de arginasa medida como produccién de urea (Mmoles/hllo6
células). Los valores son promedios = E.S. de n=4. *p<0,01 y **p<0,0001 vs. MfsN.
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También se midié la actividad de dicha enzima determinando la
produccion de urea. Se observo que los MfsT sintetizan significativamente
mayores niveles de urea que los MfsN y que la actividad de dicha enzima
aumenta con los dias de portacion del tumor (MfsN: 10,2+0,3; MfsT7:

22,2+1,6; MfsT14: 38,8+3,8; n=4) (Fig. 29 B).

Ademas, caracterizamos la expresion de isoformas de la COX en las
tres poblaciones de Mfs por Wb. En la Figura 30 A se observa que tanto los
MfsN como los MfsT expresan las isoformas COX-1 y COX-2, siendo mayor
la expresibn de ambas en los MfsT (MfsT7:COX-1:1,80+0,15; COX-
2:0,91+0,10; MfsT14: COX-1:1,85+0,18; COX-2:1,92+0,20; n=3) que en los
MfsN (COX-1:1,25+0,15; COX-2: 0,10+0,10; n=3) como lo indican los valores

de D.O./mm>.

Para estudiar la actividad enzimatica determinamos la produccién de
PGE; por radioinmunoensayo. La produccién de este prostanoide es menor
en MfsN que en los MfsT y en estos ultimos aumenta con los dias de
portacion del tumor (MfsN: 231,6+17,7; MfsT7: 372,2+40,5; MfsT14:

550+16,6; n=4) (Fig. 30 B).
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Figura 30: A) Deteccion de las isoformas de COX en macrd6fagos de animales normales
(MfsN) y de portadores de tumor (MfsT7 y MfsT14) por Western blot. Los pesos moleculares
indicados a la izquierda coinciden con los de las isoformas de la enzima. La expresion de
GAPDH se us6 como control de carga constante. Analisis densitométrico de las bandas
expresado en unidades de densidad Optica por milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel
inferior). Se muestra un ensayo representativo de tres semejantes. B) Actividad de COX
medida como produccion de PGE; (pg/lO6 cél.). Los valores son promedios + E.S. de n=4.
*p<0,001y **p<0,0001 vs. MfsN.
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3.2. Interacciones entre las enzimas Oxido nitrico sintasa, arginasa y

ciclooxigenasa en macrofagos

Como ya demostramos, las diferentes poblaciones de Mfs co-
expresan las enzimas NOS y arginasa. Ambas utilizan el mismo sustrato, la
arginina y por lo tanto podria haber interacciones entre ellas. Por otro lado,
los Mfs también expresan la COX, cuya actividad puede ser regulada por el
NO, producto de las NOS. Teniendo en cuenta esto, se estudiaron las
interacciones entre las enzimas mencionadas, que se co-expresan en MfsN
y MfsT midiendo sus productos en presencia de inhibidores especificos de

cada una de ellas.

Como mencionamos anteriormente, los MfsT van perdiendo su
capacidad de liberar NO, al medio de cultivo a medida que aumentan los
dias de portaciéon del tumor (MfsN: 86,3+6,4; MfsT7: 59,9+4,8; MfsT14:
19,4+4,0; n=5). Ambos inhibidores de NOS, L-NMMA 10* M (MfsN:
60,0+3,2; MfsT7: 40,0+2,3; n=5) o AG 2x10° M (MfsN: 73,7+2,6; MfsT7:
51,6+1,7; n=5), redujeron la produccion de NO; tanto en los MfsN como en

los MfsT7.

En la Figura 31 se muestra que los inhibidores de arginasa, NOHA
10* M (MfsN: 118,8+3,7; MfsT7: 80,0+2,9; n=5) o valina 5x10% M (MfsN:
110,0+3,9; MfsT7: 92,7+3,4; n=5), potenciaron la sintesis de NO, en MfsN y

MfsT7.
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Figura 31: Actividad de NOS en macrofagos (Mfs). La actividad de NOS se midi6 como
produccion de NO, (MM/].OG cél.) en ausencia y en presencia de NG-monometiI-L-arginina
(L-NMMA) 10™ M, aminoguanidina (AG) 2x10° M, N“hidroxi-L-arginina (NOHA) 10™ M,
valina (VAL) 5x10° M, NS-398 10° M en Mfs provenientes de animales A) normales (MfsN)
y de portadores de tumor, B) MfsT7 y C) MfsT14. Los valores son promedios + E.S. de n=5
experimentos realizados por duplicado. *p<0,01 vs. Basal (células sin tratamiento).
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En los MfsT14 no se produjo inhibicion significativa de la produccion
de NO; en presencia de estos inhibidores (L-NMMA: 17,4+3,6; AG:
16,4+1,5; NOHA: 22,5+4,6; valina: 21,9+4,5; n=5) probablemente debido a

gue expresan bajos niveles de NOS.

El NS-398 10 M, inhibidor de COX-2, no modificé los niveles de NO2°
en ninguna de las 3 poblaciones (MfsN: 90,6+6,7; MfsT7: 64,1+5,1; MfsT14:
18,5+3,8; n=5) (Fig. 31). Esto indicaria que los productos de la COX no

regulan la actividad de NOS en ninguna de las tres poblaciones de Mfs.

Urea y ornitina son los productos de la biotransformacion de la
arginina via arginasa y una alta actividad de esta enzima esta relacionada
con la capacidad proliferativa de las células que la expresan. Los MfsT
sintetizan significativamente mayores niveles de urea que los MfsN (MfsN:
10,1+0,3; MfsT7: 22,2+1,6; MfsT14: 38,8+3,8; n=4). El tratamiento con
NOHA 10* M (MfsN: 8,6+0,3; MfsT7: 9,4+0,4; MfsT14: 23,6+2,3; n=4) o
valina 5x102 M (MfsN: 3,9+0,1; MfsT7: 13,1+0,7; MfsT14: 3,9+0,3; n=4)

redujo la produccién de urea tanto en los MfsN como en los MfsT (Fig. 32).
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Figura 32: Actividad de arginasa en macréfagos (Mfs). La actividad de arginasa se midio
como produccién de urea (Mmoles;/hllo6 cél.) en ausencia y en presencia de N“hidroxi-L-
arginina (NOHA) 10" M, valina (VAL) 5x107 M, NG-monometiI-L-arginina (L-NMMA) 10 M,
aminoguanidina (AG) 2x10° M, NS-398 10° M en Mfs provenientes de animales A)
normales (MfsN) y de portadores de tumor, B) MfsT7 y C) MfsT14. Los valores son
promedios = E.S. de n=4 experimentos realizados por duplicado. *p<0,001 vs. Basal (células
sin tratamiento).
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Sin embargo, cuando se inhibié la actividad de NOS con LNMMA
10* M (MfsN: 13,5+0,5; n=4) o AG 2x10> M (MfsN: 14,2+0,7; n=4) se
produjo un aumento de los niveles de urea sélo en los MfsN (Fig. 32). Esto
confirma que existe una regulacion reciproca entre las enzimas NOS vy

arginasa en los MfsN.

Cuando los Mfs fueron tratados con el inhibidor de COX, NS-398
10 M (MfsN: 7,1+1,4; MfsT7: 12,4+1,7; MfsT14: 28,7+2,8; n=4) disminuyé la
produccién de urea en todas las poblaciones de Mfs, indicando un efecto
modulador positivo de los productos de COX-2 sobre la actividad de la

arginasa (Fig. 32).

Con respecto a la actividad de COX demostramos que los MfsT
liberan mas PGE, al medio de cultivo que los MfsN (MfsN: 231,6+17,7;
MfsT7: 372,2+40,5; MfsT14: 550,0+16,6; n=4). El tratamiento con
indometacina 10° M (MfsN: 16,6+5,6; MfsT7: 5,6=1,9; MfsT14: 6,9+2,3; n=4)
o NS-398 10° M (MfsN: 7,2+2,2; MfsT7: 11,1+9,1; MfsT14: 5,6+2,6; n=4)
inhibié completamente la produccion de PGE; tanto en los MfsN como en los

MfsT.
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Figura 33: Actividad de COX en macrofagos (Mfs). La actividad de COX se midi6 como
produccion de PGE, g:)gllo6 cél.) en ausencia y en presencia de indometacina (INDO) 10°
M, NS-398 10° M, N -monometil-L-arginina (L-NMMA) 10 M, aminoguanidina (AG) 2x10°
M, valina (VAL) 5x10° M en Mfs provenientes de animales A) normales (MfsN) y de
portadores de tumor, B) MfsT7 y C) MfsT14. Los valores son promedios + E.S. de n=4
experimentos realizados por duplicado. *p<0,0001 vs. Basal (células sin tratamiento).
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El tratamiento de los Mfs con el inhibidor de NOS2, AG 2x10° M
(MfsN: 38,8+2,9; MfsT7: 161,1+5,5; MfsT14: 66,6+7,2; n=4) redujo la
produccion de PGE, en las 3 poblaciones de Mfs. Sin embargo, el
tratamiento con L-NMMA 10 M sélo inhibié la liberacion de PGE; en los
MfsT14 (MfsN: 233,3+3,3; MfsT7: 416,6+38,8; MfsT14: 244,4+6,5; n=4).
Esto demuestra que principalmente los productos de la NOS2 regulan

positivamente la actividad de COX.

El tratamiento previo de los Mfs con valina 5x10% M produce una
inhibicién de la produccion de PGE; en los MfsN y en los MfsT7, pero no en
los MfsT14 (MfsN: 44,4+22; MfsT7: 183,3+5,3; MfsT14: 494,4+4,8; n=4)
(Fig. 33). Sobre la base de estos resultados, la produccion de PGE; derivada
de COX esta regulada positivamente por los productos de la arginasa. Este

efecto no se observa en los MfsT14.
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4. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES MUSCARINICOS EN LA
ANGIOGENESIS INDUCIDA POR MACROFAGOS DE PORTADORES DE

TUMOR

Previamente se describié que lineas diferentes de adenocarcinomas
mamarios murinos expresan receptores muscarinicos. La activacion de
dichos receptores con un agonista muscarinico promueve la tumorigénesis
incrementando la proliferacion celular, la angiogénesis y el crecimiento

tumoral in vivo (Espafiol AJ y Sales ME, 2004).

Teniendo en cuenta que existen escasos antecedentes acerca de la
expresion y funcion del SCnN en células inmunes, se realizaron ensayos de
inmunomarcacion de los subtipos de RM por Wb con anticuerpos especificos
en las distintas poblaciones de Mfs. En la Figura 34 se muestra una menor
expresion de los subtipos M; (MfsT7:0,55+0,05; MfT14: 0,35+0,04; n=3) y M3
(MfsT7: 0,02+0,01; MfsT14: 0,02+0,01; n=3) en Mfs provenientes de
portadores de tumor comparandolos con MfsN (M1:0,88+0,09; M3:0,05+0,03,
n=3) como lo indican los valores de D.O./mm? por el contrario la banda
proteica correspondiente al subtipo M, es mas densa en los MfsT

(MfT7:0,05+0,02; MfsT14:0,1+0,02; n=3) que en los MfsN (0,01+0,01, n=3).

Con respecto al subtipo M, se observdé un aumento no significativo de
su expresion en los MfsT con respecto a los MfsN, mientras que la expresion

del subtipo Ms es significativa solo en los MfsT14 (MfsN: 0,02+0,1; MfsT14:
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0,06+0,01; n=3). Estos resultados indican una expresion diferencial de RM
entre MfsN y MfsT; mas aun, también se observan diferencias cuantitativas

durante los distintos estadios de portacion del tumor (MfsT7 vs. MfsT14).

RM; RM; RM3
kDa
72— - -
37— GAPDH
0,2 02
T T .
£ o5 £ o1 E g1
o o o
0 == 0
MfsN  MfsT7 MfsT14 MfsN  MfsT7 MfsT14 MfsN MfsT7 MfsT14
RM, RMs
kDa kDa
60— 65—
37— GAPDH
0,2 0,2
. ‘ .
E. 01 E 0,1
o ]
a a
0 —_ _ -1 0 —_ _
MfsN  MfsT7 MfsT14 MfsN  MfsT7 MfsT14

Figura 34: Deteccion de receptores muscarinicos (RM) en macr6fagos de animales
normales (MfsN) y de portadores de tumor (MfsT) por Western blot. Los pesos moleculares
indicados a la izquierda corresponden a los diferentes subtipos de RM. La expresion de
GAPDH se usé como control de carga constante. Se muestra el andlisis densitométrico de

las bandas expresado en unidades de densidad 6ptica por milimetro cuadrado (D.O./mmz)
de un ensayo representativo de tres semejantes.
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Debido a que los Mfs expresan RM, se decidi6 estudiar su
funcionalidad por estimulacién colinérgica de los Mfs con el agonista
muscarinico CARB. S6lo el CARB 10’M incrementé significativamente la

respuesta angiogénica de los MfsT7 (control: 2,8+0,1; CARB: 4,9+0,4; n=3)

(Fig. 35 A).
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Figura 35: A) Macréfagos (3x105) de animales normales (MfsN) y de portadores de tumor
(MfsT7 y MfsT142 tratados con carbacol (CARB). B) MfsT7 en ausencia o en presencia de
atropina (AT) 10™ M e inoculados intradermicamente. La angiogénesis se midi6 como N° de
vasos/ mm?’ de piel. Los valores son promedios = E.S. de n=3 experimentos realizados por
duplicado. *p<0,001 vs. Control (células sin tratamiento).
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El tratamiento previo con AT 10 M, antagonista no selectivo de RM,
inhibi6 el efecto estimulante del CARB en los MfsT7 (2,7+0,2; n=3) (Fig. 35
B). Los MfsN o los MfsT14 no respondieron al agonista en ninguna de las
concentraciones utilizadas (Control MfsN: 1,7+0,1; CARB MfsN: 1,8+0,4;

Control MfsT14: 3,6+0,4; CARB MfsT14: 3,0+0,3; n=3).

4.1. Participacion de los subtipos de receptores muscarinicos en el

efecto angiogénico del carbacol

El agonista colinérgico CARB, aument6 la neovascularizacion
inducida por los MfsT7, lo que indico la presencia de RM funcionales en
estas células. Por lo tanto, se investigd que subtipos de RM estaban

involucrados en dicho efecto.

En la figura 36 se muestra que el tratamiento de los MfST7 con
pirenzepina 10° M (2,4+0,6; n=3), antagonista M; selectivo 0 4-DAMP 10°® M
(2,6+0,4; n=3), antagonista M3 selectivo, inhibid completamente el efecto
estimulante del CARB sobre la angiogénesis, mientras que la preincubacion
con metoctramina 10° M (3,3+0,1; n=3), un antagonista M, selectivo,

bloqued parcialmente la accion del CARB.
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Figura 36: Macrofagos (3x105) de portadores de tumor de 7 dias tratados con carbacol
(CARB) 10"M en ausencia o en presencia de pirenzepina (PIR) 10°® M, metoctramina (MET)
10° M y 4-DAMP 10° M e inoculados intradérmicamente. La angiogénesis fue medida como
N° de vasos/mm?® de piel. Los valores son promedios = E.S. de n=3 experimentos realizados
por duplicados. * p<0,05; ** p<0,001 vs. Control (células sin tratamiento).

4.2. Participaciéon de las enzimas 6xido nitrico sintasa, arginasa y

ciclooxigenasa en el efecto angiogénico del carbacol

Es sabido que clasicamente los RM se acoplan a distintas enzimas
efectoras; entre ellas se encuentran la NOS y la COX. Se estudi6 la
participacion de estas enzimas en el efecto que ejerce el CARB sobre la
neovascularizaciéon que producen los MfsT7. En la Figura 37 se muestra
que la preincubacién de los MfsT7 con L-NMMA 10* M (3,4+0,1; n=3),
inhibidor de NOS; produce una disminucién parcial del efecto del CARB. El
tratamiento con NOHA 10™ M (2,4+0,6; n=3) inhibidor de arginasas o con

indometacina 10° M (1,9+0,9; n=3) o NS-398 10° M (1,3+0,3; n=3),
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inhibidores de COX, redujo significativamente la angiogénesis producida por

el CARB.
6
E
g 4
wn
o
wn
©
>
)
OZ I i
0
Control L-NMMA NS-398
@ ®
CARB 107" M

Figura 37: Macrofagos (3x10 ) provenientes de portadores de tumor de 7 dias tratados con
carbacol (CARB) 10 "M en ausencia o en presencia de N monomet|l L-arginina (L- NMMA)
10 M, N°hidroxi-L- -arginina (NOHA) 10 M, indometacina (INDO) 10° M 0 NS-398 10° M e
inoculados intradérmicamente. La angiogénesis fue medida como N° de vasos/mm? de piel.
Los valores son promedios + E.S. de n=3 experimentos realizados por duplicado. * p<0,05 y
** p<0,001 vs. Control (células sin tratamiento).

4.3. Modulacién de la actividad de las enzimas 6xido nitrico sintasa,

arginasay ciclooxigenasa por carbacol

Teniendo en cuenta que las enzimas NOS, arginasa y COX estan
implicadas en el efecto que el CARB ejerce sobre la neovascularizacién
inducida por los MfsT7, se estudio la capacidad del agonista para modular la
actividad de dichas enzimas. Observamos que el tratamiento con

concentraciones crecientes de CARB no modificé la produccién de NO; en
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los MfsT7 (Basal: 57,9+2,0; n=4) en ninguna de las concentraciones

ensayadas (Fig. 38).

80
o 60
Z ~
39
C ©
© © 40
EE
23
o 20
o

0

Basal 10°M 10'M 10°M 10°M
[ @
CARB

Figura 38: Macréfagos (106 cél./pozo) provenientes de portadores de tumor de 7 dias
tratados con concentraciones crecientes de carbacol (CARB). La actividad de NOS se midi6
como produccién de NO; (MMllo6 cél.). Los valores son promedios + E.S. de n=4
experimentos realizados por duplicado.

El tratamiento de los MfsT7 con el agonista muscarinico, incrementé
la produccién de urea sélo a la concentracion 107 M (Basal: 22,2+1,6; CARB
107 M: 76,6+1,6; n=4) (Fig. 39 A). Este aumento es bloqueado por atropina
10° M y NOHA 10™ M, inhibidor no selectivo de arginasas (AT: 28,0+1,9;

NOHA: 20=+1; n=4) (Fig. 39 B).
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Figura 39: A) Macréfagos (10 cél./pozo) de portadores de tumor de 7 dias tratados con
concentraciones crecientes de carbacol (CARB) B) MfsT7 tratados con CARB 107 M en
ausencia o en presencia de atropina (AT) 10 ®M o N°hidroxi-L- -arginina (NOHA) 10 ‘M. La
actividad de arginasa se midié como produccién de urea (Mmoles/hllo6 cél.). Los valores
son promedios + E.S. de n=4 experimentos realizados por duplicado. *p<0,0001 vs. Basal
(células sin tratamiento).
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También se determind la produccion de PGE; en los MfsT7 tratados

con concentraciones crecientes de CARB. Se observd que soélo la

concentracién 107 M estimuld la liberacién de PGE, (Basal: 577,4+48,9;

CARB 107 M: 1122,6+29,8; n=4) (Fig. 40 A).
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Figura 40: A) Macréfagos (10 cél./pozo) de portadores de tumor de 7 dias tratados con
concentraciones crecientes de carbacol (CARB) B) MfsT7 tratados con CARB 107 M en
ausencia o en presencia de atropina (AT) 10° M, indometacina (INDO) 10° M 0 NS-398 10°

M. La actividad de COX se midi6 como produccion de PGE;, (pg/lO cél.). Los valores son
promedios * E.S. de n=4 experimentos realizados por duplicado. *p<0,001 vs. Basal (células

sin tratamiento).
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El efecto producido por el CARB fue bloqueado por el tratamiento
previo de las células con atropina 10° M (736,3+67,7; n=4), con
indometacina 10° M (238,8+110,2; n=4) o con NS-398 10° M (246,9+99,5;

n=4) (Fig. 40 B).

4.4. Participacion de los distintos subtipos de receptores muscarinicos

en el efecto del carbacol

Teniendo en cuenta que el CARB modifica la actividad de la arginasa
se estudid que subtipos de RM estaban implicados en este efecto. Se
observéd que tanto el tratamiento de los MfsT7 con pirenzepina 10° M
(26,0+1,1; n=4) como con metoctramina 10° M (44,5+0,8; n=4) inhibieron el
efecto que produce el CARB (76,6+1,6; n=4) (Fig. 41 A). El tratamiento con
4-DAMP 10° M no modificé el efecto estimulante del CARB (74+2; n=4).
Estos resultados indican que la produccién de urea por la arginasa esta

acoplada a la activacién de los subtipos M; y Ma.

También la actividad de COX es estimulada por el tratamiento con
CARB en los MfsT7. Este efecto del agonista es bloqueado al preincubar los
MfsT7 con 4-DAMP 10° M (507,6+34,8; n=4) pero no cuando son tratados
con pirenzepina 10° M (1100,0+16,0; n=4) o con metoctramina 10° M

(1150,2+28,4; n=4). (Fig. 41 B).
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Figura 41: Macr6fagos de portadores de tumor de 7 dias tratados con carbacol (CARBG) en
ausencia o0 en presencia de pirenzepina (PIR) 10° M, metoctramina (MET) 10™ M,
4-DAMP 10° M. A) La actividad de arginasa se midi6 como produccién de urea
(Mmoles/hllo6 cél.). B) La actividad de COX se midi6 como produccidon de PGE, (pg/lO6

cél.). Los valores son promedios +
*p<0,001 y **p<0,0001 vs. Basal (células sin tratamiento).

+ E.S. de n=4 experimentos realizados por duplicado.
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4.5. Efecto del carbacol sobre la expresion del factor de crecimiento del

endotelio vascular-A

Los MfsT7 son capaces de expresar en su membrana VEGF-A (Fig.
42 A). Por lo tanto, se investigo el efecto del agonista muscarinico sobre la
expresion de dicha proteina. El tratamiento previo de los MfsT7 con CARB
10" M indujo un aumento significativo en la expresién de la proteina VEGF-A
con respecto al control sin tratamiento (CARB:0,12+0,02; control:0,05+0,01;

n=3) como indican los valores de D.O./mm? (Fig. 42 B).

La preincubacion de las células con metoctramina 10° M o
pirenzepina 10® M bloqueé la accién del CARB sobre la expresién de
VEGF-A, mientras que el tratamiento con 4-DAMP 10°® M no produjo
ninguna modificacién. Cuando los Mfs fueron tratados con NOHA 10 M,
NS-398 10° M o indometacina 10° M la expresiéon de VEGF-A disminuy6

aproximadamente un 30% (Fig. 42 B).
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Figura 42: Deteccion de la expresion de VEGF-A por Western blot en A) macréfagos de
animales normales (MfsN) y de portadores de 7 dias (MfsT7). B) MfsT7 sin tratamiento
(Control) o tratados con carbacol (CARB) 10" M en ausencia 0 en presencia de pirenzepina
(PIR) 10° M, metoctramina (MET) 10°® M, 4-DAMP 10® M, N®hidroxi-L-arginina (NOHA) 10
M, NS-398 10° M o indometacina (INDO) 10° M. El peso molecular de la proteina esta
indicado a la izquierda. La expresién de GAPDH se us6 como control de carga constante.
Analisis densitométrico de las bandas expresado en unidades de densidad éptica por
milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra un ensayo representativo de
tres semejantes.
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5. LINFOANGIOGENESIS INDUCIDA POR LAS CELULAS LMM3

La linfoangiogénesis es un proceso cronolégicamente posterior a la
angiogénesis y parece ser un mecanismo importante aunque menos
conocido para la diseminacion tumoral. Por lo tanto, se estudi6 la expresion
de proteinas que son marcadoras de linfoangiogénesis: VEGF-C y LYVE-1
en la piel de animales con 5, 7 y 14 dias de portacion del tumor LMM3.
Observamos un aumento en la inmunoreactividad para VEGF-C a 50 y 30
kDa a partir de los 5 dias de portacion del tumor (Fig. 43 A). A los 7 dias de
portacion del tumor se produce el incremento maximo en la banda de 30
kDa con respecto al control (PT7: 0,52+0,02; PN:0,03+0,01; n=3) y a los 14
dias se observa un maximo para la banda de 80 kDa con respecto al control

(PT14: 0,62+0,06; PN 0,30+0,05; n=3).

Ademas observamos un aumento significativo del 55% en la

expresion de LYVE-1 partir de los 7 dias de portacion del tumor LMMS3, con

respecto al control de piel normal (Fig. 43 B).
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Figura 43: A) Western blot para detectar la expresion de VEGF-C y B) LYVE-1 en piel de
portadores del tumor LMM3 de 5, 7 y 14 dias (PT5, PT7 y PT14). El peso molecular de las
proteinas esta indicado a la izquierda. La expresion de GAPDH se usé como control de
carga constante en cada calle. Analisis densitométrico de las bandas expresado en
unidades de densidad Optica por milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se
muestra un ensayo representativo de tres semejantes. PN: piel normal.
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6. LOS MACROFAGOS DE PORTADORES DE TUMOR MODULAN LA

LINFOANGIOGENESIS INDUCIDA POR LAS CELULAS LMM3

Teniendo en cuenta que las células LMMS3 son linfoangiogénicas se
investigo si los MfsT son capaces de modular también este proceso. Por Wb
se estudié la expresion de las proteinas VEGF-C y LYVE-1 en muestras de
piel de animales inoculados con células LMM3:MfsT (2x10°:2x10%). Se
observé un aumento significativo con respecto al control en la expresion de
VEGF-C a 80 kDa cuando se inocularon las células tumorales con MfsT14,
como indican los valores de D.O./mm? (LMM3+MfsT14:2,5=0,3;

LMM3+MfsN:1,5+0,3; n=3) (Fig. 44 A).
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Figura 44: A) Western blot para detectar la expresion de VEGF-C y B) LYVE-1 en piel de
animales inoculados con células LMM3 con MfsN, MfsT5, MfsT7 o MfsT14. El peso
molecular de las proteinas esta indicado a la izquierda. La expresion de GAPDH se us6
como control de carga constante en cada calle. Analisis densitométrico de las bandas
expresado en unidades de densidad Optica por milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel
inferior). Se muestra un ensayo representativo de tres semejantes.
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La expresion de la proteina LYVE-1 se increment6 significativamente
(aproximadamente 60%) siempre que se inocularon células LMM3 con MfsT

provenientes de cualquier estadio de portacion del tumor (Fig. 44 B).
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7. LOS MACROFAGOS DE PORTADORES DEL TUMOR LMM3 SON

LINFOANGIOGENICOS PER SE

Los Mfs provenientes de portadores del tumor LMM3, modulan la
linfoangiogénesis de las células tumorales, efecto que no producen los MfsN.
Al inocular MfsT5 observamos un aumento significativo en la expresion de
VEGF-C a 50 kDa con respecto al control (MfsT5: 0,95+0,15; MfsN:
0,45+0,10; n=3) como indican los valores de D.O./mm? (Fig. 45 A). En
cuanto a la expresion de LYVE-1, se observa un aumento cuando se

inoculan MfsT, cualquiera sea el estadio de portacion del tumor (Fig. 45 B).
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Figura 45: A) Western blot para detectar la expresion de VEGF-C y B) LYVE-1 en piel de
animales inoculados con MfsN, MfsT5, MfsT7 o MfsT14. El peso molecular de las proteinas
esta indicado a la izquierda. La expresion de GAPDH se usé como control de carga
constante en cada calle. Andlisis densitométrico de las bandas expresado en unidades de
densidad 6ptica por milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra un ensayo
representativo de tres semejantes.
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Teniendo en cuenta que la estimulacion muscarinica de los MfsT
potencia la angiogénesis inducida por estas células, investigamos si la
activacion de los RM regula la linfoangiogénesis. El tratamiento previo de los
Mfs con CARB 10~ M indujo un aumento significativo del 100% con respecto
al control, en la expresion de VEGF-C de la piel inoculada con MfsT7, efecto
que se revirtid por el tratamiento previo de las células con atropina 10° M
(Fig. 46 A). Mientras que la expresion de LYVE-1 no se modificé por el

agregado de CARB en ninguna de las poblaciones estudiadas (Fig. 46 B).
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Figura 46: A) Western blot para detectar la expresion de VEGF-C y B) LYVE-1 en la piel de
animales inoculados con MfsN, MfsT5, MfsT7 o MfsT14 tratados con carbacol (CARB)
107 M en ausencia o en presencia de atropina (AT) 10° M. El peso molecular de las
proteinas esta indicado a la izquierda. La expresién de GAPDH se us6é como control de
carga constante en cada calle. Analisis densitométrico de las bandas expresado en

unidades de densidad 6ptica por milimetro cuadrado (D.O./mmz) (Panel inferior). Se muestra
un ensayo representativo de tres semejantes.
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1. ANGIOGENESIS INDUCIDA POR LAS CELULAS LMM3

La angiogénesis se ha convertido en un area de gran importancia
en la investigacion cientifica debido a que estd involucrada en varios
procesos fisioldgicos y patoldgicos. La neovascularizacion es uno de los
pasos determinantes para regular el crecimiento neoplasico y puede
producirse en distintos estadios de la progresion tumoral. Los vasos
tumorales son estructuralmente distintos de los vasos normales; su aspecto
es irregular dilatado y tortuoso y algunos presentan extremos ciegos. Este
incremento en la densidad de vasos, que se produce durante el “estallido”
angiogénico tendria la finalidad de aportar al tumor oxigeno y nutrientes para
facilitar su progresion, proveer factores de crecimiento en forma paracrina y
permitir el escape de células que generarian metastasis (Bergers G y
Benjamin LE, 2003). También se ha documentado que el inicio del proceso
angiogénico es un marcador que indica la transicion de un tumor incipiente o
“dormido” a uno maligno en progresion. Estos antecedentes no sélo se
observaron en tumores solidos sino también en enfermedades
linfoproliferativas como leucemias y linfomas (Griffoen AW y Molema G,

2000).

Nuestros resultados demostraron que células LMM3, derivadas de
un adenocarcinoma mamario murino metastasico espontaneo, producen una
fuerte respuesta angiogénica in vivo; esta respuesta es mas potente que la

gue inducen células de la linea no metastasica LM3 de la cual deriva el
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tumor estudiado. En relacion con esto, Bergers G y Benjamin LE (2003)
postularon que la activacion de metastasis “dormidas” es una etapa en la
progresion tumoral, que requiere también de la neovascularizacion y por lo
tanto es factible que la capacidad de inducir una respuesta angiogénica
potente que presentan las células LMM3 esta en estrecha relaciéon con el

potencial invasivo y metastasico de este tumor.

Ademas observamos un incremento en la expresion de VEGF-A en
la piel que rodea al sitio de inoculacién con células LMM3, conjuntamente
con el aumento de la densidad vascular. En forma analoga, se observd que
el incremento en la produccion de este factor, esta asociado con la densidad
microvascular en un tumor prostatico de rata en forma previa al
establecimiento de metastasis (Haggstrom S y col.,, 2000) También se
demostrd, que las caracteristicas de la red vascular que se forma en los
tumores, hemorragica y muy permeable, se deben precisamente al aumento
en la produccion de VEGF. La presencia de este factor parece estar
vinculada a la metéastasis del tumor primario, volviéndose un marcador
sistémico en esta enfermedad. Duque JL y col. (1999) demostraron que
pacientes con carcinoma prostatico metastasico tienen en el suero mayores
concentraciones de VEGF que aquellos con enfermedad localizada o

voluntarios sanos.

Cabe aclarar que si bien la respuesta angiogénica producida por el

tumor LMM3 se evidencia luego de 5 dias de inoculacién del mismo en
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forma intradérmica, si la inoculacion se hace en forma subcutanea se retarda
la visualizacion de la respuesta en la cara interna de la piel, hasta 7 dias

después de la inoculaciéon por razones metodoldgicas (Davel L y col., 2004).

Por otra parte evidenciamos, que el efecto angiogénico producido
por las células LMM3 depende del NO, producto de la metabolizacién de
arginina por la NOS, en particular por las isoformas 2 y 3 de dicha enzima.
Previamente se asocié el establecimiento de tumores malignos con el
incremento de la expresion de NOS2 y la subsiguiente produccion de altos
niveles de NO en los tejidos transformados. Este aumento en la expresion de
la isoforma inducible se vinculd con el establecimiento de tumores altamente

invasivos (Wink DAy col., 1998).

A finales de los "90, se demostraron otros efectos que produce el
NO a bajas concentraciones durante la tumorigénesis. Lala PK y Orucevic A
(1998) evidenciaron que la produccion escasa de NO, proveniente de
isoformas calcio dependientes, promueve la migracién de células tumorales
y la proliferacion de células endoteliales en el microambiente tumoral. Estas
Gltimas son necesarias para la formacibn de vasos en el tumor en
crecimiento y por lo tanto, en nuestro modelo, la produccion de NO derivado
de NOS3 tendria un importante papel en el proceso angiogénico generado

por las células LMM3.
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El metabolismo de la arginina ha adquirido gran importancia en la
biologia celular. Dicho aminoacido, ademés de ser sustrato de las distintas
isoformas de NOS, también es metabolizado por la arginasa, que produce
urea y ornitina. Ambas enzimas pueden expresarse simultaneamente en
varios tipos celulares y se ha documentado que la formacién de ornitina via
arginasa es necesaria para la sintesis de poliaminas imprescindibles para la
duplicacién del ADN que se produce durante la proliferacion celular (Bruch-
Gerharz D y col., 2003; Li H y col., 2002). La participacion de poliaminas
producidas por arginasas en el proceso angiogénico ha sido demostrada
también durante la neovascularizacion placentaria en la gestacién, en la
cicatrizacion de heridas y en modelos patolégicos como el cancer parece ser
muy necesaria para la duplicacion de células endoteliales sanguineas (Wu G

y col, 2005; Heffernan D y col., 2006; Jasnis MA y col., 1994).

Hemos demostrado que la isoforma Il de arginasa se expresa
constitutivamente en las células LMM3 y sus productos participan del
proceso angiogénico inducido por estas células; queda por determinar en
forma directa si las poliaminas producidas por las células tumorales son
también utilizadas para la proliferacién de células endoteliales que participan

en la formacién de vasos tumorales.

Otros grupos han documentado que la COX-2 se sobre-expresa en
varios tipos de tumores como los de mama, piel y estbmago, evidenciando

gue la PGE; derivada de COX-2 contribuye a la progresién tumoral, ya que
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induce la formacion de nuevos vasos sanguineos que permiten el
crecimiento del tumor y por otra parte ejerce efectos mitogénicos
incrementando la proliferacién celular (Subbaramaiah Ky col., 1996; Higashi
Y y col., 2000; Uefuji K y col., 2000). Concordantemente, observamos que
las células LMM3 expresan COX-2 y que la PGE; derivada de esta isoforma
participa en el efecto angiogénico producido por las células tumorales. Sin
embargo, cabe resaltar que el hecho que la indometacina sea mas potente
gue el NS-398 para reducir tanto la produccién de PGE, como la respuesta
neovascular, indicaria que la PGE, derivada de COX-1, que también se
expresa en el tumor estudiado, contribuye de manera sustancial al proceso
de neovascularizaciéon tumoral. Precisamente en nuestro laboratorio se
document6 por primera vez, que la administracion de indometacina en el
agua de bebida a animales portadores, reducia el crecimiento ortotopico de

un tumor de mama murino (Davel L y col., 1985).
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2. LOS MACROFAGOS DE PORTADORES DE TUMOR MODULAN

LA ANGIOGENESIS INDUCIDA POR LAS CELULAS LMM3

Las sefiales que desencadenan la cascada angiogénica pueden
provenir tanto de las células tumorales como de las células inmunes
(linfocitos y Mfs) que circundan o infiltran el tumor y que son atraidas por
citoquinas y quemoquinas producidas por las células tumorales. Estas
sefales son: la liberacién de factores de crecimiento, proteasas o productos
de lisis de la MEC que actiuan como factores angiogénicos (Hanahan D y

Folkman J, 1996).

La primera descripcion del papel de leucocitos en tumores humanos
fue propuesta por Virchow en 1864, sugiriendo que la presencia de
productos de células organizadas en “focos” denotaba un proceso

inflamatorio crénico capaz de iniciar la carcinogénesis.

En la actualidad, se sabe que los Mfs constituyen el principal
componente del infiltrado leucocitario en los tumores y sus funciones como
moduladores del crecimiento tumoral comenzaron a investigarse a principios
de los "90 (Mantovani Ay col., 1992; Van Ravenswaay Claasen y col., 1992).
El origen de los Mfs infiltrantes del tumor se ha discutido extensamente. Las
evidencias apoyan tanto el reclutamiento de los mismos del grupo circulante,
como la proliferacion de la poblacion local por estimulo de antigenos del

tumor (McBride WH, 1986, de la Torre y col., 2007).
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Teniendo en cuenta que las células LMM3 derivan de un
adenocarcinoma mamario murino, escasamente infiltrado, se estudio el
comportamiento de los Mfs peritoneales provenientes de hospedadores
murinos del tumor LMM3 con 5, 7 y 14 dias de portacion, de manera tal de
conocer el comportamiento de los mismos en estadios precoces y
avanzados de la tumorigénesis. Demostramos que solo los MfsT7 son
capaces de modular positivamente la respuesta angiogénica inducida por las
células LMM3, en comparaciéon con los Mfs provenientes de animales
normales utilizados como control. Es importante considerar que el tumor
LMM3 es palpable precisamente 7 dias después de su inoculacién y este
estadio parece comparable a un tumor, que por su tamafio (1-2 mm?®)
deberia realizar el “estallido” angiogénico para continuar desarrollandose, tal
como se ha observado en distintas especies (Carmeliet P y Jain RK, 2000).
Probablemente los MfsT7 se encuentren en un estado de activacion que les
permite liberar y aportar factores pro-angiogénicos que favorecen la

tumorigénesis.

En nuestros resultados se observa que el agregado de MfsT7
potencia simultdneamente la formacion de microvasos y la expresion de
CD31 y VEGF-A, indicando que estos Mfs peritoneales “activados” por la
presencia del tumor, colaboran regulando positivamente el crecimiento del
mismo. Bolat F y col. (2006) demostraron un efecto analogo producido por

los MAT en pacientes con carcinoma ductal infiltrativo de mama. La
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presencia de los MAT se correlaciona con la densidad de microvasos, el

tamafio tumoral y la deteccidon de metastasis en ganglios linfaticos.

Cabe destacar que sélo cuando se co-inoculan MfsT7 con células
LMM3 en una relacion 1:100 se observa esta potenciacion significativa de la
neovascularizacién tumoral. Precisamente Akedo y col. (1989) han descripto
gue los Mfs en un portador de tumor, ejercen efectos pro-tumorales cuando
la relacion Mfs:célula tumoral no supera el valor 1:10 favoreciendo la
progresion y metastasis, debido a la produccion de metabolitos oxidativos.
Mientras que si la proporcion de Mfs aumenta, se evidencian sus efectos

citotéxicos contra las células tumorales tanto in vivo como in vitro.

Los Mfs metabolizan la L-arginina a NO vy citrulina por accién de las
isoformas de NOS aunque también pueden producir urea y ornitina por la
activacion de arginasas. Existen evidencias contradictorias acerca del papel
crucial de los metabolitos de la arginina, pues se ha documentado que
pueden promover o inhibir diversas etapas de la tumorigénesis. Algunos
autores demuestran que los productos reactivos del nitrdgeno formados a
partir de la L-arginina tienen un rol importante en la destruccion de células
tumorales por los Mfs activados (Keller R y col., 1990). En nuestro modelo el
efecto estimulante de los MfsT7 sobre la angiogénesis producida por las
células LMM3, fue reducido por aminoguanidina, un inhibidor selectivo de

INOS y por L-NAME, un inhibidor no selectivo de NOS, indicando que tanto
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el NO derivado de NOS2 como de NOS1, ambas isoformas expresadas en

estas células, participarian del efecto observado.

La sintesis de poliaminas a partir de ornitina producida por la
arginasa Il es esencial para la proliferacion de células de mamiferos
(Jenkinson CP y col., 1996; Singh R y col., 2000; Blachier F y col., 1995).
Teniendo en cuenta que el metabolismo de la arginina puede ser derivado
hacia la sintesis de precursores de poliaminas por las arginasas en células
tumorales humanas, estudiamos la participacion de los productos de dicha
enzima expresada en los MfsT7 durante la respuesta neovascular inducida
por las células LMM3. La participacion de los productos de arginasa parece
ser mayor que la de los productos de NOS pues la inhibicion de la primera
reduce la respuesta angiogénica en mayor medida que la inhibicion de la
segunda. Precisamente en los MfsT7 la actividad y la expresion de iNOS y
NNOS se regulan negativamente, produciendo menores concentraciones de
NO. Ademas la regulacion positiva de la actividad de arginasas, que provee
mayores concentraciones de precursores de poliaminas, disminuye la
capacidad citotdxica de los mismos contra el tumor y aumenta su potencial

como “colaboradores” del crecimiento tumoral.

En 1984 Polverini PJ y Leibovich SI, demostraron que los Mfs
asociados al tumor aislados de un fibrosarcoma de rata inducido con 3-
metilcolantreno fueron potentes estimuladores de la neovascularizacion in

vivo e indujeron la proliferacion de células endoteliales bovinas. Nuestros
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resultados indican que los MfsT7, aislados del peritoneo de portadores de un
adenocarcinoma mamario espontaneo, como el LMM3, presentan un

comportamiento analogo.

Mantovani A y col. (2002) han descripto que los Mfs pueden
polarizarse hacia un fenotipo M1 o M2 (tipo | o tipo Il) segun hayan sido
activados por exposicion a INF-y o IL-4, respectivamente. Los Mfs M1 son
potentes efectores que destruyen microorganismos y células tumorales,
produciendo grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias. En cambio
los M2, modulan la inflamacion, favorecen el crecimiento tumoral,
promueven la remodelacion de la MEC y la reparacion de heridas.
Especificamente se ha mencionado que los MAT, corresponden a un
fenotipo M2 con alta expresién y actividad de arginasa y baja expresion y
actividad de INOS. De igual forma los MfsT7 obtenidos del peritoneo de
portadores de tumor, perecen representar un conjunto de este tipo de

células polarizadas hacia el mismo fenotipo M2.

Numerosas evidencias sugieren que las PGs juegan un papel
central en la patogénesis del cancer. Es sabido que las mismas pueden
afectar la proliferacion, la mitosis, la adhesion, la apoptosis y la
inmunovigilancia, en el transcurso de esta enfermedad. Especialmente se
detectaron altas concentraciones de PGE, en cancer de mama, colon,
pulmén, pancreas y cabeza y cuello en humanos, en comparacién con el

tejido normal que circunda el tumor (Mazhar D y col.,, 2005; Wang D y
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DuBois RN, 2006). Si bien existe consenso acerca de que un aumento en la
expresion y funcion de COX-2 en diversos tumores esta relacionada con la
malignidad, demostramos que al menos en los Mfs de portadores de tumor
se sobre-expresan tanto COX-2 como COX-1 al compararlos con MfsN y las
PGs derivadas de ambas isoformas participan en la estimulacién que
inducen los MfsT7 sobre la angiogénesis del tumor LMM3 (Davel L y col.,

2004).

También observamos que los MfsT7 ademas de potenciar la
densidad de microvasos tumorales neoformados que expresan CD31, son
capaces de incrementar la expresion de VEGF-A en el sitio angiogénico. Ha
sido documentado que el aumento en la expresion de COX-2 esta
estrechamente relacionado con un aumento en la densidad de microvasos y
con la secrecion de VEGF en tumores. M&s aun, en células tumorales de
origen renal el aumento de COX-2 se vincula con la disminuciéon en la
expresion intra-citoplasmatica de VEGF, lo que indicaria un aumento en la
liberacién de dicho factor (Hemmerlein B y col., 2004). En este trabajo se
demuestra un mecanismo analogo potenciado por los MfsT7 de portadores

del tumor LMM3.
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3. LOS MACROFAGOS DE PORTADORES DE TUMOR SON

ANGIOGENICOS PER SE

Puesto que los MfsT7 fueron capaces de aumentar la respuesta
angiogénica del tumor LMM3, se investigd la capacidad de los MfsT para
inducir angiogénesis en ausencia de células tumorales. Se observé que los
MfsT7 y los MfsT14 son tan potentes para inducir una respuesta angiogénica
positiva, como las células LMM3 cuando se inoculan en concentraciones
semejantes. Dicho efecto no es producido por los MfsT5 probablemente
porque en ese estadio no se han polarizado todavia hacia un fenotipo que
favorezca el crecimiento del tumor. En este sentido, existen evidencias
indirectas de que los Mfs responden a diversos estimulos como factores de
crecimiento, baja concentracion de oxigeno o antigenos tumorales solubles
adquiriendo la capacidad de inducir angiogénesis per se (McBride WH, 1986;

Ohno Sy col., 2003).

A pesar que los MfsT14 producen una mayor respuesta
neovascular, lo que concuerda con un incremento en la expresion de CD31,
dichas células presentan menores niveles de VEGF-A. Probablemente, el
efecto estimulante de la angiogénesis se deba a la presencia de otros
factores, tal vez de la familia del VEGF que la potencien. Por ejemplo, se ha
descripto que la aplicacion ectépica de VEGF-C recombinante ejerce un

efecto angiogénico potente en la cornea murina in vivo. (Cao Y y col., 1998).
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La expresion y funcion de isoformas NOS en Mfs provenientes de
distintas especies han sido extensamente discutidas (Hortelano S y col.,
1993; Tenu JP y col., 1999). Muchos autores han relacionado la expresion
de NOS2 en Mfs con la capacidad de los mismos de ejercer funciones

efectoras citotoxicas en presencia de estimulos como LPS y/o citoquinas.

Por otro parte, aunque la isoforma | de arginasa es caracteristica del
citosol hepéatico, mientras que la Il tiene localizacion ubicua, Gotoh T y col.
(1996), demostraron que ambas isoformas de arginasa se expresan
simultdneamente en Mfs murinos de la linea RAW-267.7. La respuesta
angiogeénica inducida por los MfsT7 y los MfsT14 depende de los productos

derivados del metabolismo de la arginina por estas enzimas.

Se ha descripto que las enzimas NOS y arginasas, que utilizan la
arginina como sustrato, se co-expresan en Mfs murinos, lo que resulta en
una compleja interaccién en la cual la concentracion de sustrato puede
evidenciar un “cross talk” entre ambas enzimas (Wu G y Morris SM, 1998).
La expresion de las isoformas de NOS es mayor en los MfsN que en los
MfsT y observamos que la inhibicion de la actividad de arginasa en estos
Mfs produce un aumento en la concentracion de NO liberado y viceversa el
bloqueo de NOS incrementa la produccion de urea. Al disminuir la expresiéon
de INOS y nNOS en los MfsT, la arginina es metabolizada mayoritariamente
por las arginasas, como se describe para los Mfs de fenotipo M2 (Mantovani

A y col., 2002). Nuestros resultados demuestran que en los MfsT7, que
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promueven la angiogénesis, la expresion de la isoforma | de arginasa
experimenta un aumento mayor que la expresién de la isoforma Il al
compararlas con la expresion de ambas enzimas en los MfsN. Chang Cl y
col. (2001) demostraron que Mfs murinos de la linea J774A.1 transfectados
con el gen de la arginasa | tienen incrementada la liberacién de poliaminas
gue promoverian el crecimiento tumoral y disminuida la producciéon de NO

reduciendo la actividad citotéxica antitumoral.

El microambiente tumoral es rico en citoquinas inflamatorias,
factores de crecimiento y quemoquinas, pero generalmente pobre en
citoquinas asociadas con una respuesta inmune antitumoral. Actualmente es
aceptado que los MAT producen mediadores solubles que contribuyen a la
progresion tumoral. Hemos demostrado que los MfsT producen mayores
niveles basales de PGE; que los MfsN. Cuando analizamos la expresiéon de
COX-1 y COX-2 observamos un aumento significativo en la expresion de
ambas isoformas en los MfsT7. Ademas, la inhibicibn de COX disminuye la
liberacién de urea en todas las poblaciones de Mfs, mientras que el efecto
de los productos de arginasa sobre la actividad de COX se pierde a medida
gue aumentan los dias de portacion del tumor. Varios autores han
evidenciado que las PGs estimulan la actividad de arginasa (Corraliza IM y
col., 1995; Rodriguez PC y col.,, 2005). Rodriguez PC y col. (2005)
proponen que la PGE; derivada de COX-2 expresada en el tumor de pulmon
murino 3LL induce la expresion de arginasa | en células supresoras

mieloides que lo infiltran, lo que lleva a una deplecion de arginina en el
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microambiente tumoral generando fallas en la proliferacion y funcion efectora

de las células T.

Nuestros resultados evidencian por primera vez una regulaciéon
positiva de los productos de la arginasa sobre la sintesis de PGE; derivada
de COXen los MfsT7, lo que indicaria una interaccién entre ambas enzimas.
Es posible que la liberacién de PGE; por los MfsT sea una de las variables
gue determinan su funcién como células con fenotipo M2, que ademas de
favorecer la angiogénesis tumoral via productos de arginasa, carecen de
capacidad como presentadoras de antigenos tumorales y permiten el escape

de las células tumorales de la “vigilancia” que ejerce el sistema inmune.

La regulacion positiva que el NO derivado de NOS2 ejerce sobre la
COX, generalmente sobre la isoforma inducible, fue estudiada en
profundidad por Salvemini D y col. (1993). Sin embargo el o los modelos
para evidenciar esta interaccién se centraron siempre en células, tejidos u
organismos sometidos a condiciones inflamatorias de diverso origen. Es
importante tener en cuenta que el perfil de los MfsT7 coincide con un
fenotipo opuesto al pro-inflamatorio que es el M2 propuesto por Mantovani A
y col. (2002) para los MAT, pues estas células disminuyen la expresion y
actividad de INOS. Esta disminucién parece favorecer el aumento en la
expresion de COX-2 y la sintesis de PGE; que otros autores también han

documentado como moduladores positivos de la sintesis y liberacion de
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VEGF-A en un modelo de tumor mamario murino inducido por virus (Wang D

y DuBois RN, 2004).
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4. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES MUSCARINICOS EN LA

ANGIOGENESIS INDUCIDA POR MACROFAGOS

Existen evidencias que las funciones y el nimero de los linfocitos,
granulocitos, Mfs y células NK estan bajo la regulacién del sistema nervioso
autébnomo. Las células inmunes expresan receptores para catecolaminas
como los beta adrenérgicos y para opiodes enddgenos como las endorfinas

y encefalinas (Rinner | y Schauenstein K, 1993; Straub RH y col., 1998).

Hemos demostrado que las células LMM3, utilizadas en el modelo
experimental de esta tesis, expresan RM en mayor proporcién que las
células genéticamente relacionadas con éstas pero no metastasicas,
denominadas LM3. La activacién de estos receptores con el agonista CARB
promovio la proliferacion celular in vitro y la angiogénesis in vivo (Espafiol A

y Sales ME, 2004).

En los ultimos afios se ha detectado la expresion de receptores
colinérgicos en células que no tienen origen nervioso (Eglen RM, 2006). Por
ejemplo, los receptores del subtipo M; y probablemente también los M3, han
sido detectados en el epitelio aéreo humano asi como en la paredes
alveolares del sistema respiratorio (Roffel F y col.,, 2001; Wessler | vy
Kirkpatrick CH, 2001). Los subtipos Mi, M2 y M3 fueron encontrados en

fibloblastos humanos y su activacion gatilla una respuesta proliferativa que
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permitiria a estas células participar en los procesos de remodelado durante
la inflamacion en el pulmoén (Matthiesen S y col., 2006). Los ARNm de los
subtipos M;—M4, con predominancia del M,, fueron encontrados en el epitelio
urinario humano (Tyagi S y col., 2006). Los subtipos M;, Ms y Ms estan
expresados en el epitelio de la cérnea humana y en el endotelio vascular

(Grueb My col., 2006).

En los vasos sanguineos humanos, se observa que la expresion de
distintos subtipos de RM en células endoteliales difiere segun la localizacién
anatomica del vaso en cuestion. Asi el subtipo M; se expresa en el endotelio
vascular pulmonar, los subtipos M, y Ms en el endotelio microvascular
cerebral y el M3 en células musculares lisas y endoletiales (Elhusseiny Ay

col., 1999; Walch L y col., 2001).

Sobre la base de estos antecedentes se ha definido recientemente la
existencia del denominado SCnN y se considera que el mismo esta formado
por receptores nicotinicos y muscarinicos para Ac, las enzimas que

sintetizan y degradan este neurotransmisor y la propia Ac.

Ademas el SCnN parece no sélo expresarse en células normales sino
también en células transformadas de diversas estirpes, que son capaces de
sintetizar y secretar Ac y también expresar receptores colinérgicos tal como
ha sido demostrado por diversos grupos incluido el nuestro (Song P y col.,

2003; Cunningham JM y col., 1985, Schuller HM y Orloff M, 1998; Williams
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CL y Lennon VA, 1990; Espaiiol AJ y col.,, 2002) En este sentido hemos
evidenciado exhaustivamente la sobre-expresion de RM en tres lineas
celulares distintas derivadas de adenocarcinomas mamarios murinos vy
documentamos que su activacion promueve la tumorigénesis al potenciar la
proliferacién in vitro y el crecimiento tumoral in vivo (Rimmaudo LE y col.,

2005; Espariol AJ y col., 2007)

Hemos observado que tanto los MfsN como los MfsT expresan
distintos subtipos de RM funcionales. En forma concordante, Kawashima K 'y
col. (2007) reportaron que células inmunes como linfocitos T y B, células
dendriticas y Mfs, expresan ARNm que codifican para los 5 subtipos de RM.
La activacion de los mismos regula funciones como la presentacion
antigénica entre los linfocitos T y las células dendriticas o Mfs, modulando la
inmunidad celular. Nuestros resultados muestran que la activacion de los RM
por el agonista colinérgico CARB estimula la respuesta angiogénica sélo en
los MfsT7. El hecho de que los MfsT7 respondan al agonista potenciando la
angiogénesis tumoral, mientras que los MfsT14 no lo hacen, podria estar
relacionado con un cambio en la expresion de las subpoblaciones de RM o
una falla en el acoplamiento a las enzimas efectoras. Cabe aclarar que en
nuestro modelo, el tumor del portador de 14 dias (0,2-0,3 gramos) por su
tamafio, se encuentra en un estadio muy avanzado, en el que
probablemente no requiera de la colaboracion de los Mfs para promover la

angiogénesis y como consecuencia la progresiéon tumoral.
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El efecto pro-angiogénico producido por el CARB sobre los MfsT7
se debe a la activacion de mas de un subtipo de RM. De igual manera,
nosotros demostramos que el efecto angiogénico de las células LMM3 se
incrementa por el agregado del agonista que activa los receptores M1, M, y
M3 expresados en dichas células (Rimmaudo LE y col., 2005). En un modelo
fisiol6gico se ha documentado que la activaciéon simultdnea de los subtipos
M1y M3 por CARB, induce la dispersion del pigmento granular en el epitelio
de la retina piscivora, como un mecanismo de adaptacion a la luz brillante

(Gonzalez Ay col., 2004).

Por otra parte, evidenciamos que las enzimas arginasa y COX son
efectoras de los RM. La estimulacién de arginasa parece estar mediada por
la activacién de los subtipos M; y M,. En nuestro laboratorio describimos
gue en glandulas salivales estimuladas con lipopolisacarido bacteriano de E.
coli, el CARB estimula la secrecién de amilasa al activar los receptores M, y

M3, cuya enzima efectora es la COX (Espafiol Ay col., 2003).

Aun cuando la inhibicion de NOS reduce parcialmente el efecto
estimulante del CARB sobre la neovascularizacion inducida por los MfsT7, el
agonista no fue capaz de estimular la actividad de la enzima incrementando
la produccion de NO. Esto indicaria que la participacion del NO en la
angiogénesis inducida por los MfsT7 es independiente de la activacién

muscarinica directa sobre la NOS.
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También demostramos que los MfsT7 pueden potenciar la
angiogeénesis por medio de la estimulacion colinérgica de los receptores M3
gue induce la liberacion de PGE,. Esta citoquina pro-inflamatoria y
vasodilatadora es responsable, al menos parcialmente, de Ila
inmunosupresion que se produce durante la tumorigénesis y que favorece el

escape tumoral (Kim Ry col., 2006).

Shodi A y col. (2000) indicaron que la activacion de receptores
acoplados a proteina G codificados por el herpesvirus asociado al Sarcoma
de Kaposi, puede incrementar la expresion de VEGF y promover una
respuesta angiogénica que caracteriza a las lesiones de dicha enfermedad.
Nosotros observamos que la estimulacion de los MfsT7 con CARB aumenté
la expresion de VEGF-A por activacion de los receptores M; y M, que
promueven el metabolismo de arginina por la arginasa. Es probable que las
poliaminas formadas por la arginasa sean utilizadas por los Mfs para
proliferar y como consecuencia de esto aumente el nidmero de células

capaces de liberar VEGF-A (de la Torre y col., 2007).

Nosotros observamos que los MfsT7 tienen aumentada la expresion
de COX y VEGF-A. Algunos autores han reportado que la expresion de
COX-1y COX-2 y su producto la PGE, son promotoras de la angiogénesis
porque estimulan la sintesis de varios factores, incluyendo el VEGF-A (Davel
L y col., 2004; Joo YE y col., 2003). COX-2 y VEGF no sélo se expresan en

células tumorales sino también en células del entorno tumoral como las
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endoteliales, los fibroblastos y los Mfs, siendo potenciales blancos

terapéuticos contra el tumor (Hemmerlein B y col., 2004).
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5. LINFOANGIOGENESIS INDUCIDA POR LAS CELULAS LMM3. PAPEL

DE LOS MACROFAGOS DE PORTADORES DEL TUMOR

El descubrimiento de moléculas que promueven el crecimiento de
los vasos linfaticos y permiten identificar dichos vasos, es un tema que adn
no se ha esclarecido completamente. Esto se debe en gran medida, a la
falta de certeza a cerca del origen de las células precursoras del endotelio
linfatico por carecer de marcadores especificos. Es por esto que el consenso
internacional indica que deben estudiarse al menos dos moléculas que

favorezcan o indiguen la génesis de vasos linfaticos.

El VEGF-C es producido por diferentes tipos de células (Mfs, células
estromales, células tumorales) y tejidos (piel, pulmén) y esta involucrado en
el desarrollo de la linfoangiogénesis durante la embriogénesis y la vida
adulta y puede ser importante en estados patolégicos, como la invasion
linfatica y la metastasis (Stacker SA y col., 2002a). Ochi N y col. (2007)
demostraron que células tumorales pancreaticas secretan VEGF-C que
estimula la migracion de células endoteliales linfaticas y la formacion de
capilares linfaticos que favorecen la metastasis. Sin embargo a pesar de la
relevancia clinica de este problema poco se sabe a cerca de los
mecanismos que conducen a la metéstasis tanto por via sanguinea como

linfatica.
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Otro marcador de vasos linfaticos descripto recientemente es el
receptor de &cido hialurénico de tipo 1, denominado LYVE-1 que esta
involucrado en el transporte de hialuronanos por las células endoteliales
linfaticas y parece ser mas especifico que el VEGF-C o -D (Alitalo K y

Carmeliet P, 2002)

Hemos demostrado que las células tumorales LMM3 aumentan la
expresion de VEGF-C y LYVE-1 en forma gradual con el transcurso de los
dias de portacién del tumor en el sitio de inoculacién. Pero mientras que el
primero muestra un aumento en las proteinas inmunoreactivas mas livianas
desde los 5 dias, las de mayor peso molecular (80 kDa) se incrementan a los
14 dias. En cambio, para el segundo, el aumento en su expresion se
observa a los 7 dias, es decir posteriormente al “estallido” angiogénico que
en nuestro modelo se produce al dia 5 de la tumorigénesis. También es
importante destacar que el proceso lingoangiogénico, antecede a la
deteccion de metastasis pulmonares en los portadores del tumor LMM3, que
se produce aproximadamente al dia 14 y por lo tanto tendria valor prondstico

en este tipo de tumores.

Demostramos que la inoculacién de Mfs de portadores de tumor
potencia la linfoangiogénesis tumoral. Sin embargo los cambios en la
expresion de las proteinas marcadoras estudiadas no son simultaneos.
Mientras se observa un incremento en la expresion de VEGF-C (80 kDa)

s6lo cuando se agregaron MfsT14, se produce un incremento temprano en la
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expresion de LYVE-1 ocasionado por la combinacion del tumor con MfsT5,
en la piel de dichos animales. Schoppmann y col. (2002) evidenciaron,
utilizando técnicas de hibridizacién in situ e inmunohistoquimica con
microscopia confocal, que los MAT provenientes de pacientes con
carcinoma cervical, expresan altos niveles de VEGF-C y su densidad se
correlaciona con la proliferacion de vasos linfaticos. Ademas, existen
evidencias de que el VEGF-C es un quimioatractante de Mfs in vitro e in
vivo, revelando un rol como inmunomodulador para esta citoquina (Skobe M
y col., 2001). Es probable que el estudio de este factor por inmunomarcacion
de la piel, como se realizé en nuestro modelo, carezca de la sensibilidad
necesaria para detectar variaciones con Mfs purificados de estadios méas

precoces de portacion.

Se ha demostrado que el crecimiento de los vasos linfaticos se
produce a partir de la division de las células endoteliales linfaticas y/o por la
incorporacion de células progenitoras endoteliales linfaticas del torrente
circulatorio (He Y y col., 2004; Salven P y col., 2003). Maruyama K y col.
(2005) agregaron una evidencia que modificd el concepto tradicional de la
linfoangiogénesis, pues demostraron por primera vez que lo Mfs se
transdiferencian a células endoteliales linfaticas. Inicialmente los Mfs forman
agregados que dan origen a vesiculas, que se integran en vasos linfaticos en
brotacion. Ademas, bajo condiciones de cultivo in vitro apropiadas, los Mfs

peritoneales murinos CD11+ forman estructuras similares a un tubo y
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expresan algunos marcadores linfaticos especificos, lo que les asignaria

tanto un papel colaborador como protagdnico en el proceso linfoangiogénico.

Precisamente al estudiar el efecto de los MfST en ausencia del
tumor LMM3, puede observarse que el efecto linfoangiogénico se detecta
tempranamente en MfsT5, ya que los mismos aumentan la expresion tanto
de VEGF-C como de LYVE-1. Queda por demostrar en forma directa si este
aumento en la expresion de las proteinas marcadoras, coincide con la

presencia de una red vascular linfatica funcional en nuestro modelo.

Por otro lado, también se ha descripto que el VEGF-C puede regular
el crecimiento de vasos sanguineos in vivo en condiciones fisiolégicas o
patolégicas. Algunos autores indican que el mismo puede también estimular
la angiogénesis en la cornea murina y en tejidos isquémicos (Cao Y y col.,
1998; Witzenbichler B y col., 1998). Los efectos bioldégicos de VEGF-C sobre
la angiogénesis y la linfoangiogénesis dependen en parte de la expresion de
subtipos distintos de receptores para este factor; la activacion del subtipo 2
promueve la angiogénesis, mientras que la del VEGFR-3 estimula la

linfoangiogénesis.

Pero también se menciona que el procesamiento proteolitico in vivo
de su precursor por enzimas que derivarian de los MAT modificaria la
funcién del VEGF-C (Stacker SA y col., 2002a). La forma no procesada de

VEGF-C se une a VEGFR-3 e induce linfoangiogénesis, mientras que la
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forma completamente procesada de VEGF-C se une tanto el VEGFR-2 como
al VEGFR-3 estimulando de esta manera la angiogénesis y la

linfoangiogénesis, respectivamente (Joukov V' y col., 1997).

No existen antecedentes a cerca de la regulacién del proceso
linfoangiogénico por el SCnN. Nosotros evidenciamos el efecto estimulante
gue la activacion de RM ejerce, sobre la expresion de VEGF-C sélo en
MfsT7. Es probable que este efecto del agonista esté mas relacionado con
un incremento en la capacidad angiogénica de los MfsT7 que con la
linfoangiogénesis ya que no observamos aumento en la expresion de

LYVE-1 inducida por el CARB en ninguna de las poblaciones estudiadas.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Dada la importancia que tiene la neovascularizacién durante la
progresion tumoral, Judah Folkman (1975) presentd la hipétesis de que
sustancias con actividad anti-angiogénica podrian utilizarse como terapia
contra tumores sélidos. Actualmente muchos grupos de trabajo la consideran
una terapia valida tanto en oncologia como en otras enfermedades
relacionadas con procesos angiogénicos (Folkman J, 2007; Kesisis G y col.,
2007; Dass CR y col., 2007). El uso de métodos terapéuticos cuyo blanco
sea la vasculatura tumoral, especificamente anticuerpos contra VEGF 0 sus
receptores, ha concentrado la atencion de muchos grupos de investigacion
basica y clinica y permitiria superar algunos de los problemas de la terapia

convencional contra las células tumorales (Ferrara N y Kerbel RS, 2005).

Otro de los blancos farmacolégicos en tumores es la COX-2.
Estudios epidemioldgicos, basicos y clinicos demuestran que la aspirina y
otros antiinflamatorios no esteroides (AINES) reducen el riesgo de cancer
colorrectal. Teniendo en cuenta que la expresion de COX-2 vy la produccion
de PGs esta aumentada en distintos tipos de tumores, se esta analizando
intensamente la capacidad de los AINEs tanto para el tratamiento como
para la prevencion de distintos tipos de enfermedades malignas humanas

(Wang D y DuBois RN, 2004).
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Un interrogante crucial y aun sin respuesta es la perspectiva de
inhibir la linfoangiogénesis para impedir la metastasis de tumores en
pacientes con cancer. La diseminacién de tumores a érganos distantes del
tumor primario, es un proceso que debe continuar investigandose para poder

aplicar este conocimiento al tratamiento de pacientes con neoplasias.

Por dltimo el estudio de la expresion de los distintos componentes
del SCnN esta siendo abordado exhaustivamente en los ultimos afios y ha
permitido explicar un mecanismo autécrino. de retroalimentacion positiva en
tumores de pulmén y de mama que expresan RM (Song P., y col. 2006;
Espafiol AJ y col.,, 2007). La activacion de estos receptores tanto en el
tumor como en células inmunes del portador, promueven el crecimiento de
estas neoplasias. La complejidad del mecanismo requiere un grado mayor

de evidencia para poder intervenir en el mismo en forma terapéutica.
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Los MfsT7 potencian la angiogénesis inducida por las células

LMM3 (Fig. 47).

Los MfsT7 son angiogénicos per se.

Los productos de las enzimas arginasa, COX y la produccidon de
VEGF-A estan implicados en la respuesta angiogénica que

inducen los MfsT.

Los MfsT tienen una menor expresion de la enzima NOS, lo que
concuerda con una menor actividad de dicha enzima con
respecto a los MfsN. Por otro lado, los MfsT tienen una mayor
expresion de las enzimas arginasa y COX, lo que concuerda con

una mayor actividad de dichas enzimas con respecto a los MfsN.

La estimulacion muscarinica potencia la respuesta angiogénica
de los MfsT7. Este efecto esta dado principalmente por la
activacion de los receptores del subtipo M; y Ms. Dichos

receptores se expresan constitutivamente en los MfsT.

Las enzimas arginasa y COX estan implicadas en el efecto

angiogénico inducido por el CARB en los MfsT. Esta actividad de

arginasa y COX se estimula potentemente por la accién del
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agonista y parecen estar acopladas a los receptores M; y Mg,

respectivamente.

Los MfsT estimulan la linfoangiogénesis de la células tumorales
y ademas, son linfoangiogénicos per se. Tanto las células LMM3
como los MfsT aumentaron la expresion de los marcadores
linfoangiogénicos. La expresion de LYVE-1 y VEGF-C aumentan
en el sitio de inoculacion del tumor a partir de los 7 dias de
portacién. La presencia de MfsT5 aumenta la expresion de
LYVE-1 en la piel de portadores de tumor LMM3. Sélo la

expresion de VEGF-C es estimulada por CARB en MfsT7.

Los MfsN no potencian ni inducen respuesta angiogénica (Fig.

48).
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MfsT7

ANGIOGENESIS
PROLIFERACION

LMM3

Figura 47: Macrofagos provenientes de animales portadores del tumor LMM3 de 7 dias
(MfsT7). Receptor muscarinico (RM), proteina G (G), carbacol (CARB), ciclooxigenasa
(COX), prostaglandina E, (PGE,), receptor de prostaglandinas (EP), éxido nitrico sintasa
(NOS), oxido nitrico (NO), fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa A, (PLA), diacilglecerol (DAG),
inositol trifosfato (IP3), calcio (Ca), factor del endotelio vascular (VEGF).
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PROLIFERACION

Figura 48: Macrofago proveniente de animal normal (MfsN). Receptor muscarinico (RM),
proteina G (G), carbacol (CARB), fosfolipasa A, (PLA;), ciclooxigenasa (COX),
prostaglandina E, (PGE,), 6xido nitrico sintasa (NOS), éxido nitrico (NO), proteina kinasa
C (PKC), fosfolipasa C (PLC), diacilglecerol (DAG), inositol trifosfato (IP3), calcio (Ca).
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