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Rol de la inflamacidn sistémica en la patologia generada por

tumores murinos.

Resumen

La asociacién entre cancer e inflamacién en un érgano o tejido se encuentra
solidamente establecida. En efecto, se sabe que ciertos tumores, tienen una mayor
probabilidad de originarse en sitios de inflamacién crénica y que procesos
inflamatorios locales pueden acelerar el crecimiento de tumores preexistentes en
animales y seres humanos. Por otro lado, la relacion entre cancer e inflamacion
sistémica no ha sido particularmente estudiada. En esta tesis, demostramos que
durante el crecimiento de 4 tumores murinos, de diferente origen, estirpe histolégico
e inmunogenicidad y de un tumor humano creciendo en ratones nude, se generaron
2 picos temporalmente separados de inflamacion sistémica. El primer pico fue
relativamente pequeno y transitorio ya que fue detectado durante la primera semana
luego de la inoculacién del tumor. Tal vez represente, en parte, una respuesta del
organismo al trauma mecanico de la inoculacién de elementos extrafos, ya que la
inoculacién de fibroblastos murinos normales también produjo una manifestacion de
inflamacion sistémica, aunque menor, que la observada después de la inoculacién
de células tumorales. Por otro lado, el inicio del segundo pico de inflamacién
sistémica fue observado cuando el volumen tumoral fue mayor que 500 mm?3 y
coincidente con el inicio del crecimiento exponencial de cada tumor. Este segundo
pico de inflamacién sistémica fue significativamente mas prominente que el primero
y su intensidad aumenté en relacion directa con el incremento de la masa tumoral.
Estos resultados sugieren que la inflamacion sistémica podria ser un fenémeno
general de la patologia neoplasica y su importancia se puso de manifiesto en el
hecho de que, en nuestra coleccion de tumores, se observd, sorpresivamente, una
correlacion directa entre la magnitud de la inflamacion sistémica generada por cada
tumor y su agresividad, correlacion que no se observo con la capacidad de generar
metéastasis. Esto indica, al menos en los tumores analizados por nosotros, que la
capacidad de generar una potente respuesta inflamatoria sistémica, produce mas
efectos deletéreos sobre el organismo que la propia capacidad metastasica,
disminuyendo de este modo la sobrevida. En este sentido, se encontr6 gran

infiltracion de neutrdfilos y alteraciones estructurales en diferentes érganos, que son



compatibles con disminuciéon y aun pérdida de funcion, independiente de la
capacidad metastasica de cada tumor. La inflamacién sistémica generada por el
tumor exacerba el propio crecimiento tumoral estableciendo un circuito de
retroalimentacion positivo entre ambos, al menos en parte por la activacién del
receptor TLR-4. Ademas, la disminucion de las manifestaciones de inflamacién
sistétmica mejor6 los efectos anti-tumorales obtenidos con quimioterapia y
radioterapia, aunque estos resultados fueron relativamente modestos. Esto se debe
a que el tumor cuando supera los 1500 mm?®, comienza un crecimiento exponencial,
generando un fenémeno de inflamacién sistémica progresivo, a pesar de que se
continian administrando las drogas antiinflamatorias, que hasta ese momento
habian sido bastante efectivas para limitar la naciente inflamacién sistémica y para
retardar el crecimiento tumoral. En cambio, un excelente resultado terapéutico fue
alcanzado cuando se realizé el tratamiento antiinflamatorio junto con la escision
quirGrgica de tumores > 2000 mm3. En este caso, la eliminacion quirlrgica de la
fuente principal de inflamacidén sistémica y de posible refractariedad, permitié al
tratamiento antiinflamatorio tener muchas mas chances de actuar, contra la
inflamacion sistémica residual, pero aun deletérea, que perdura al menos 2 semanas
después de la extirpacién del tumor. Si esta condicién inflamatoria sistémica fuera
una caracteristica distintiva de muchos canceres avanzados, un conocimiento mas
preciso de los mecanismos por los cuales esta inflamacién sistémica promueve el
crecimiento tumoral y produce multiples dafos en el organismo y la busqueda de
sustancias antiinflamatorias mas efectivas y con menores efectos adversos, serian
muy importantes para complementar y mejorar las terapias actuales contra el

cancer.

PALABRAS CLAVE: CANCER, INFLAMACION SISTEMICA,
INMUNOSUPRESION, CAQUEXIA, QUIMIOTERAPIA, RADIOTERAPIA



Systemic inflammation role in the pathogenesis of murine tumors.

Abstract

The link between cancer and inflammation in an organ or tissue has firmly been
established on the basis that cancer tends to occur at sites of chronic inflammation
and that local inflammatory processes can accelerate the growth of preexisting
tumors in both animals and human beings. In contrast, the relationship between
cancer and systemic inflammation has been less studied. In this work, we
demonstrated that during the growth of 4 murine tumors of different origin,
histological type and immunogenicity and 1 human tumor in nude mice, two
temporally separate peaks of systemic inflammation were detected. The first peak
was relatively small and transient detected during the first week after tumor
inoculation. It probably represented, at least in part, the response of the organism to
the mechanical trauma of inoculation of foreign bodies, because the inoculation of
normal fibroblasts produced a rather similar manifestation of systemic inflammation
than that observed after the inoculation of tumor cells. On the other hand, the onset
of the second peak was observed when the tumor was 500 mm?3, coincidental with
the beginning of the exponential tumor growth. This second peak of systemic
inflammation was significantly more prominent than the first one and its magnitude
increased progressively in parallel with the increase of tumor mass. These results
suggest that systemic inflammation could be a general phenomenon of neoplastic
pathology and its importance became manifest in the fact, that in our tumor
collection, was observed, surprisely, a direct correlation between the magnitude of
systemic inflammation generated by each tumor and its aggressiveness. On the
other hand, in our tumor models, tumor aggressiveness did not correlate to the
tumor’s ability to disseminate or metastasize, suggesting that the magnitude of
systemic inflammation rather than the metastatic ability produce more deleterious
effects in the organism, diminishing survival. In fact, was observed a large number of
PMN and damage in tissues and organs, that are compatible with impair function,
indepently of tumor’s metastatic ability. The systemic inflammation generated by
tumor enhance tumor growth, establishing a positive feedback between both, at least
in part, by activation of TLR-4 receptor. In addition, the attenuation of the

manifestations of systemic inflammation improves the anti-tumor effects obtained



with radiotherapy and chemotherapy. However, this results were relatively modest.
This is probably due to the fact that when tumor surpass 1500 mm?, begins an
exponential growth, generating a systemic inflammation which magnitude increase
progressively, even though the continue inoculation of the anti-inflammatory drugs.
Instead, an excellent therapeutic result was obtained when the anti-inflammatory
treatment schedule was combined with surgery. In this case, the surgery eliminated
the main source of systemic inflammation and in consequence an anti-inflammatory
treatment had a better chance to act against the residual, but still deleterious,
systemic inflammation. If a systemic inflammatory condition were a hallmark of many
advanced cancers, a more accurate knowledge of the underlying mechanisms by
which systemic inflammation promotes tumor growth and produces multiple
deleterious effects on the organism and the search for new more effectives and with
lesser side effects anti-inflammatory factors will help to design new strategies to
complement and to improve the current therapies against cancer.

KEY WORDS: CANCER, SYSTEMIC INFLAMMATION, IMMUNOSUPPRESSION,
CACHEXIA, CHEMOTHERAPY, RADIOTHERAPY
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1. Cancer

Una neoplasia es una alteracion de la proliferacion y, muchas veces, de la
diferenciacioén celular, que se manifiesta por la formaciéon de una masa anormal de
tejido o tumor, producida por multiplicacion de algun tipo de células que es
descoordinada con los mecanismos que controlan la multiplicacion celular en el
organismo (Pitot 1978, Agius 2005). Si bien se dice, que estos tumores, una vez
desarrollados, son auténomos, es decir, continuarian creciendo aunque dejen de
actuar las causas que los originaron, muchas veces, estas causas son realmente
desconocidas. Por otro lado, condiciones que participan en la carcinogénesis, como
el caso de una respuesta inflamatoria cronica, pueden permanecer aun en presencia

del tumor.

Las neoplasias se clasifican, segun su evolucion, en benignas o malignas.

Las neoplasias benignas producen sélo alteracion local, generalmente de orden
mecanico y rara vez ocasionan la muerte, aunque dependiendo de factores
topograficos o funcionales de la propia neoplasia, pueden ser letales. Algunos
ejemplos son: el meningioma por compresion del cerebro y el adenoma paratiroideo
por hipercalcemia.

Las neoplasias malignas producen destruccién local y en sitios alejados y ocasionan
trastornos metabdlicos generales. Provocan la muerte si no son tratadas

adecuadamente. Reciben en conjunto el nombre de cancer.

Una célula normal se convertiria progresivamente en una célula neoplasica a través
de la adquisicién de nuevas habilidades (Hanahan and Weinberg 2011):

1 independencia de factores de crecimiento

N

insensibilidad frente a sefnales inhibitorias de crecimiento

wW

evasion de la muerte celular programada

o B

)
)
)
) potencial replicativo indefinido
) capacidad angiogénica

)

(*2)

invasion de tejidos y metastasis

16



Recientemente se incluyé una nueva caracteristica particular de las células
tumorales: evitar la vigilancia inmunolégica. Las células tumorales escapan al
sistema inmune volviéndose una variante no inmunogénica o suprimen (Dunn et al
2004, Smyth et al 2006), activamente la respuesta inmune. Este punto sera detallado

oportunamente.

1.a Caracteristicas generales de las neoplasias benignas:

1) Crecimiento lento: (meses o anos).

2) Crecimiento expansivo.

3) Tumores redondeados, a veces encapsulados, bien delimitados: Pueden ser
extirpados quirargicamente por completo, sin que vuelvan a aparecer, es decir no
hay recidivas.

4) Células tipicas del tejido en que se originan, o sea células muy bien diferenciadas.

5) Mitosis escasas o0 ausentes.

1.b Caracteristicas generales de los tumores malignos:

1) Crecimiento rapido: (semanas a meses), puede haber mitosis abundantes;
necrosis, por crecimiento discordante entre parénquima y estroma. En las neoplasias
malignas de superficies cutdneas o mucosas la necrosis puede dar origen a ulceras.
2) Crecimiento infiltrativo, invasor y destructor: tumores mal delimitados, irregulares
segun la resistencia relativa de los diversos tejidos: el tejido conectivo laxo y el
lumen de pequefnos vasos linfaticos ofrecen poca resistencia a la invasién; las
paredes arteriales, el hueso y el cartilago ofrecen mayor resistencia, pero pueden
también ser invadidos. Cuando producen diseminacion e invasiébn en d&rganos
diferentes del original se llaman metéstasis.

3) Células heterotipicas: aunque las células del tumor son parecidas a las del tejido
de origen, presentan variaciones (heterotipia). Estas variaciones se encuentran en
las células parenquimatosas de una misma neoplasia y en células de distintas

neoplasias del mismo tipo.

Clinicamente, se agrupan bajo la denominacién de cancer distintas enfermedades

que pueden originarse en diferentes tejidos del organismo y que difieren en su tasa

17



de crecimiento, incidencia por edad y sexo y respuesta al tratamiento (American
Cancer Society 2010).

Las neoplasias son una caricatura del érgano en que se producen. Estan
constituidas por parénquima y estroma. El parénquima de una neoplasia esta
formado por la estirpe celular que prolifera y es el componente neoplasico
propiamente dicho, tiende a asumir una disposicion arquitectural similar a la del
organo de origen en neoplasias bien diferenciadas. El estroma neoplésico es el
tejido conectivo que incluye fibroblastos, matriz extracelular, vasos sanguineos,
células inflamatorias, etc donde se sustentan y proliferan las células neoplésicas y
esta proporcionado en parte por el organismo y en parte por tejido neoformado a
partir de sefales originadas en la misma neoplasia.

Segun el punto de vista de la biologia celular y molecular, el cancer es causado por
genes defectivos cuyos productos proteicos alterados, aumentados o ausentes
perturban una serie de sefales intracelulares responsables de la conducta celular
(Bonfil and Scharosky 2003, Hannahan and Weinberg 2011).

Segun el origen histoldgico, los canceres pueden ubicarse en tres grupos diferentes:
los carcinomas, los sarcomas y las leucemias y linfomas (Cairns 1976, Cairos 1978,

American Cancer Society 2010).

. Los carcinomas tienen su origen en los epitelios, es decir en las capas de
células que recubren la superficie del cuerpo, revisten las cavidades o forman parte
de diversas glandulas. Se trata del tipo de cancer mas comun en humanos y
responsable del mayor numero de muertes, calculandose que alrededor de un 85%

de los procesos malignos son carcinomas (Maugh 1975, Horner et al 2009).

. Los sarcomas son canceres menos frecuentes que tienen su origen en las
estructuras derivadas del mesodermo, como huesos, musculos, vasos sanguineos.
Dependiendo del origen se denominan osteosarcoma (hueso), condrosarcoma
(cartilago) y fibrosarcoma (tejido fibroso), entre otros.

. Las leucemias y linfomas son neoplasias malignas que tienen su origen en las

células hematopoyéticas derivadas de la médula 6sea.
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A diferencia de las leucemias, que crecen en forma diseminada, los carcinomas,
sarcomas Y linfomas crecen como una masa relativamente compacta, por lo que se

los denomina tumores “soélidos”.

1.1 Tratamientos del cancer

En la actualidad existen tres tratamientos convencionales contra el cancer: la cirugia,
la radioterapia y la quimioterapia. La aplicacion de los dos primeros se restringe a
tumores localizados. Por el contrario, cuando las células tumorales se han
diseminado desde su lugar de origen, estos métodos pierden eficacia, por lo que se
requiere de un procedimiento que destruya las células cancerosas donde sea que se
encuentren. Es aqui donde se recurre a la quimioterapia. No obstante los
procedimientos de esta practica son, en mayor o menor medida, téxicos para las
células normales, ya que actla sobre las células que tienen alta tasa de division.
Asimismo, existen células tumorales que se encuentran en estado de reposo. Esto
significa que si bien la quimioterapia es dutil, tiene la limitacion de que no es
especialmente eficiente ni especifica contra las células tumorales. Un problema
adicional lo constituye el hecho de que tarde o temprano los tratamientos
quimioterapéuticos terminan seleccionando variantes tumorales resistentes a esas
drogas (Bailar and Gornik 1997, Nakanishi et al 2003, Westwood et al 2010).

Por otro lado, basandose en la relacidén entre el sistema inmune y el cancer, otro tipo

de terapias, las inmunoterapias, estan siendo ampliamente estudiadas y algunas ya

empleadas en la clinica.

2. Inflamacion

La inflamacién es un proceso fisioldgico inespecifico que el organismo elabora frente
a fendbmenos de dano tisular y/o infeccién por microorganismos. Tiene un rol clave
en la activacién de la respuesta inmune innata y adaptativa frente a las agresiones
del medio, y esta inducida por diferentes agentes denominados genéricamente
“agentes inflamatorios”. La respuesta inflamatoria ocurre sélo en tejidos conectivos

vascularizados y surge con el fin defensivo de aislar y destruir al agente dafino, asi
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como reparar el tejido u 6rgano danado. Habitualmente, se dice que es un

mecanismo de inmunidad innata, en contraste con la reaccién inmune adaptativa,

especifica para cada tipo de agente infeccioso. En realidad, es una respuesta

fisioldgica extremadamente compleja que involucra multiples sistemas, entre ellos, al

sistema inmune, nervioso, vascular, etc.

El mayor problema que surge de la inflamacién es que se dirige tanto hacia agentes

dafninos como no dafiinos, de manera que puede provocar lesidbn en tejidos u

organos.

2.1 Agentes inflamatorios:

Se clasifican en:

X/
L X4

X/
°

Agentes biologicos: bacterias, virus, pardsitos, hongos. Las células de
mamiferos disponen de receptores que reconocen a éstos -entre los
receptores mas importantes estan los receptores de tipo Toll- vy
desencadenan vias de sefalizacion que estimulan la produccién de diferentes
mediadores inflamatorios (citoquinas, quimioquinas, etc);

Agentes que provocan injurias en tejidos u érganos: producen muerte celular

(necrosis) y liberan moléculas que son potentes activadoras de la respuesta

inflamatoria, entre estos agentes estan:

. Agentes fisicos: radiaciones, frio, calor, rayos UV;

. Agentes quimicos: venenos, toxinas, aceites, otros (ej. tioglicolato,
carragenina);

. Traumatismos y cuerpos extranos: ademas de producir injurias a los
tejidos (necrosis), pueden potencialmente ser fuente de infecciones
oportunistas;

. Alteraciones vasculares: como por ejemplo, isquemia-reperfusion;

Alteraciones inmunitarias: en las respuestas de hipersensibilidad o las

enfermedades autoinmunes, la activacion del sistema inmune contra el propio

individuo, induce inflamacién local, siendo ésta la causa principal del dafo
tisular.
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Actualmente se pueden reconocer sus 5 signos cardinales, que son:

Tumefaccién. Aumento del liquido intersticial formando el edema, debido al
aumento en la permeabilidad vascular en la zona afectada.

Rubor. Enrojecimiento, debido principalmente a fenémenos de vasodilatacién
local.

Calor. Aumento de la temperatura de la zona inflamada, debido al aumento de
flujo sanguineo por vasodilatacion y al incremento del consumo local de oxigeno.

Dolor. El dolor aparece como consecuencia de la liberacién de sustancias que
activan los nociceptores, tales como las prostaglandinas y por aumento de presién
local por el edema.

Pérdida o disminucion de la funcién. Llamado 5° signo de Virchow (function laesa).

Dependiendo de las caracteristicas temporales de la inflamacién existen dos tipos de

respuesta, inflamacion aguda e inflamacion crénica.

2.2 Inflamacion aquda

La fase aguda de la inflamacion esta dominada por la reacciéon inmune innata. Se
distinguen tres puntos clave: cambios hemodinamicos, alteracion de la
permeabilidad vascular y modificaciones leucocitarias.

El tejido conjuntivo contiene macréfagos y mastocitos residentes, que son los
principales iniciadores de la respuesta inflamatoria, ya que son células centinelas
capaces de reconocer la presencia de microorganismos, células muertas o cuerpos
extranos. Cuando reconocen estos elementos, liberan mediadores quimicos pro-
inflamatorios que inducen vasodilatacion en las arteriolas y da lugar a la apertura de
nuevos lechos capilares en la zona de la lesion (aumento de flujo sanguineo). La
hiperemia en las arteriolas es la causa de la apariciéon de eritema (rubor) en el sitio
de la inflamacion, que es la causa del enrojecimiento y el aumento de la
temperatura. Ademas producen aumento en la permeabilidad microvascular con
extravasacion de liquido, proteinas y células de la sangre hacia los tejidos

extravasculares generando un exudado inflamatorio rico en proteinas (llamado
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edema). Este exudado provoca un aumento de la viscosidad sanguinea en los vasos
de menor calibre, debido al aumento de la concentracion de los glébulos rojos
disminuyendo el flujo sanguineo, que es lo que se denomina estasis (congestion
venosa). En estas condiciones hemodinamicas, los leucocitos se redistribuyen en
posicion periférica, un fendmeno denominado marginacién y pavimentacion. Las
células endoteliales son activadas por los mediadores de la inflamacién, expresando
moléculas en sus membranas que favorecen la adhesién de los leucocitos,
fundamentalmente los neutréfilos polimorfonucleares (PMN), a continuacion, estos
ruedan sobre la superficie del endotelio (rodamiento), estableciendo contactos
transitorios con las células endoteliales. Finalmente, se adhieren firmemente al
endotelio, antes de iniciar la migracion a través de los capilares por "diapédesis" y
dirigirse al intersticio. Esta extravasacion de leucocitos (PMN en primer lugar,

seguidos por los macréfagos) forma el infiltrado inflamatorio.

Los PMN que han atravesado los capilares se dirigen hacia la zona afectada por
quimiotaxis. Una vez alli, fagocitan los microorganismos, los destruyen y entran en
apoptosis. Posteriormente, arriban los macréfagos que fagocitan los neutréfilos
apoptéticos y los restos de tejido. Una vez eliminados, los macréfagos y los linfocitos
proceden a la reparacion del tejido dafado por la inflamacién aguda. El dano tisular
esta producido generalmente por los PMN, que son muy numerosos y liberan
enzimas hidroliticas y radicales libres que dafnan los tejidos. La reparacion se
produce gracias a los macréfagos, que estimulan a los fibroblastos a sintetizar
colageno y a las células endoteliales a generar nuevos vasos, mediante la secrecion
de factores de crecimiento. Sin embargo, la reparaciéon puede ser incompleta, y no
recuperarse la estructura original: en este caso, queda una zona fibrética en lugar
del parénquima (ej, cicatriz, fibrosis hepatica).

La naturaleza de los leucocitos infiltrados varia segun el momento de la respuesta
inflamatoria y el tipo de estimulo. En la mayor parte de los casos de inflamacién
aguda, los PMN predominan durante las primeras 6-24h, y luego son reemplazados
por monocitos en 24-48h. La rapida aparicion de los PMN se debe a que son mas
abundantes en la sangre (en humanos), responden mas rapido a las quimioquinas y
se adhieren mas fuertemente a las moléculas de adhesién que aparecen en las

células endoteliales activadas, como las selectinas E y P. Sin embargo, después de
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entrar en los tejidos, los PMN tienen una vida media corta: sufren apoptosis y
desaparecen después de 24-48h. Los monocitos, aunque responden tardiamente,
no solo sobreviven en los tejidos, sino que ademas proliferan y se diferencian dando
lugar a los macrofagos. De esta manera, se convierten en la poblacién dominante en

las reacciones inflamatorias crénicas.

Posteriormente, continta la fase de reparacion (“fase no inflamatoria”) que sigue a la
inflamaciéon aguda, formandose el tejido de granulacibn donde se produce
abundante angiogénesis. Esta fase no inflamatoria, curiosamente, se asemeja a la

inflamacion crénica.

2.2a Respuesta de los vasos linfaticos

En condiciones normales, el sistema linfatico filtra y controla las pequenas
cantidades de liquido extravascular que se ha perdido en los capilares. Durante la
inflamacion, la cantidad de liquido extracelular aumenta, y el sistema linfatico
participa en la eliminacion del edema. Asimismo, en este caso una mayor cantidad
de leucocitos, restos celulares y microbios pasa a la linfa. Como ocurre con los
vasos sanguineos, los linfaticos también proliferan en los procesos inflamatorios,
para atender al incremento de la demanda. Puede ocurrir que los vasos linfaticos se
inflamen de forma secundaria (linfangitis), o que se inflamen los ganglios
(linfadenitis), a causa de la hiperplasia de los foliculos linfoides y al mayor numero
de linfocitos y macrofagos.

2.2b Modificaciones leucocitarias

Una de las funciones mas caracteristicas e importantes de la inflamacién es el
aporte de leucocitos a la zona de la lesion. Estos fagocitan a los patdgenos,
destruyen a las bacterias y a los microorganismos, y degradan el tejido necroético,
pero también pueden inducir lesion tisular al liberar enzimas, mediadores quimicos y
especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Los dos grupos de
leucocitos mas importantes en un proceso de inflamacién son los PMN vy los

macréfagos.
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2.3 Mediadores de la inflamacion:

Los mediadores pertenecen a diversos grupos de moléculas que incluyen lipidos
(prostaglandinas, leucotrienos y tromboxano), aminoacidos modificados (histamina,
serotonina) y proteinas (citoquinas, quimioquinas, proteinas de fase aguda, factores
de crecimiento) que representan informacion destinada a las células capaces de
utilizarla gracias a la presencia de receptores especificos en sus membranas
plasmaticas.

2.3a Metabolitos del acido araquidonico

El &acido araquidénico (AA) es un acido graso que se encuentra normalmente
esterificado en las membranas celulares. En células activadas, estresadas o
necréticas, es liberado por las fosfolipasas y luego puede metabolizarse por dos vias

(Figura I):

- las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) producen prostaglandinas (PGD2 producido
por mastocitos, PGE2 por macrofagos y células endoteliales, entre otros) y
tromboxanos (TXA2, el principal metabolito del AA generado por las plaquetas); el
endotelio vascular carece de tromboxano sintetasa, pero posee una prostaciclina

sintetasa, y por tanto genera prostaciclina (PGl12);

- las lipooxigenasas (LOX) generan intermediarios de los leucotrienos y las

lipoxinas.

Estos metabolitos del AA (denominados eicosanoides) sirven como sefales intra o
extracelulares en una gran variedad de procesos biolégicos, entre ellos la
inflamacion y la hemostasis. Sus efectos principales son: vasodilatacion,
vasoconstriccion, aumento de la permeabilidad vascular, inhibicién y activacion de la

agregacion plaquetaria, dolor y fiebre, quimiotaxis y activacién de PMN.

2.3b Aminas vasoactivas: histamina y serotonina
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Histamina y serotonina son las dos principales aminas vasoactivas. Se almacenan
en granulos, dentro de las células que los producen, por lo que son mediadores
precoces de la inflamacién. El principal productor de histamina son los mastocitos,
aunque también se produce por los baséfilos y las plaquetas. La histamina se libera
por desgranulacion, en respuesta a diferentes tipos de estimulos (ej, traumatismos,
frio o calor, citoquinas inflamatorias, uniébn de anticuerpos a los mastocitos en
reacciones alérgicas y union de elementos del sistema del complemento

denominados anafilotoxinas [C3a, C5a]).

La histamina dilata las arteriolas y aumenta la permeabilidad de las vénulas. Es el
principal mediador del aumento transitorio inmediato del flujo sanguineo y la
permeabilidad vascular, produciendo espacios interendoteliales en las vénulas que
favorecen la salida del exudado plasmatico. Este efecto se realiza a través de
receptores H1 presentes en las células endoteliales.

La serotonina produce efectos similares. Esta presente en las plaquetas y en ciertas
células neuroendocrinas, por ejemplo en el tracto gastrointestinal. La liberacién de
serotonina (e histamina) se activa cuando las plaquetas se agregan en contacto con

el colageno, la trombina, ADP y complejos antigeno-anticuerpo.

2.3c Citoquinas

Las citoquinas son pequefas proteinas (entre 5 y 20 kD) de sefalizacion entre las
diferentes células durante el proceso de inflamacién, la hematopoyesis y las

respuestas inmunes.

Las citoquinas liberadas por los macréfagos durante la inflamacion afectan a las
células endoteliales, a los PMN (durante la fase aguda) y después a los fibroblastos
y de nuevo las células endoteliales durante la fase de reparacién. Actian a través de
receptores especificos. Las funciones de las citoquinas son mudultiples (accion pro-
inflamatoria, migracién, proliferacién, diferenciacién, apoptosis) y redundantes,
asegurando la transmision de la informacién. Entre las principales se encuentran el

factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y las interleuquinas 18 y 6 (IL-1B e IL-6).
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2.3d Factor Activador de las Plaquetas (PAF)

El PAF es otro mediador derivado de fosfolipidos. Se encuentra en plaquetas,
mastocitos, baséfilos, PMN, monocitos, macrofagos y células endoteliales. Sus
acciones principales son: agregacion de las plaquetas, vasoconstriccion y
broncoconstriccion, adhesion leucocitaria al endotelio, quimiotaxis, degranulacién y

estallido oxidativo y activacidn de la sintesis de eicosanoides.
2.3e Oxido nitrico (NO)

El NO, producido en algunas neuronas, macrofagos y células endoteliales, actua de
forma paracrina sobre las células diana, provocando la relajacion del musculo liso
(vasodilatacion). La vida media del NO es muy corta, por lo que sélo actlia sobre las
células muy préximas al lugar de produccion.

2.3f Especies reactivas del Oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS)

Los ROS pueden liberarse al medio extracelular por leucocitos después de que
hayan sido activados por la presencia de microorganismos, citoquinas, complejos
inmunes, o después de la fagocitosis. Las principales especies producidas
intracelularmente son el anién superdxido (O27), el peroxido de hidrogeno (H202) y el
radical hidroxilo (*OH). El O2" puede combinarse con el NO para formar RNS. Estas
sustancias son muy reactivas y oxidan biomoléculas (ADN, proteinas, lipidos)
provocando la posterior pérdida de funcion de las moléculas afectadas.

La liberacidn extracelular de estas sustancias activa quimioquinas, citoquinas vy
moléculas de adhesion, amplificando la respuesta inflamatoria. Estan implicados en:
dano de las células endoteliales y aumento de la permeabilidad vascular por
adhesion de los PMN al endotelio. Provoca también dafo a otras células, como
glébulos rojos o células del parénquima e inactiva anti-proteasas, como la a1-

antitripsina, lo cual provoca un incremento de la destruccion tisular.

El plasma, los fluidos tisulares, las células y compuestos de origen alimentario

poseen mecanismos anti-oxidantes para neutralizar los ROS.
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Fosfolipidos de membrana

Fosfolipasas G Yo DX
Vi
HETEs <—— HPETEs <—— Acido Araquidénico
/
Indo X ----- > | Ciclooxigenasas (COX) 5-Lipooxigenasas (LOX)
Prostaglandina G2 (PGG,) —— 5-HPETE ————> 5-HETE

’

Prostaglandina H2 (PGH,)

Quimiotaxis

Leucotrieno A; > Leucotrieno B,

\l/ \l/ LTA4 LTB,

Prostaciclina Tromboxano A, Leucotrieno C, —‘
(PGL,) (TXA,) LTC4
| | Vasoconstriccion
Leucotrieno D, Brozﬁt::;p:?jmo
Produce LTD
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. - asoconstriccion
Vasodilatacion, vascular
Inhibe agregacion promue.\{e
plaquetaria agregacion LeucotrienoE, |
plaquetaria LTE, \ )

Lipoxina A, Lipoxina B,

Prostaglandina D2 Prostaglandina E2
rostaglandina rostagla (LXA,) (LXB,)

(PGD,) (PGE,)
Vasodilatacion Inhiben adhesién de neutrdfilos
Aumenta permeabilidad vascular y quimiotaxis

Figura I: Generacidon de metabolitos del acido araquidénico y sus papeles en la

inflamacién. Las dianas de accién de farmacos antiinflamatorios estan indicadas por
una X. (Adaptado de Robbins 2000).

2.3g Constituyentes de los lisosomas de los leucocitos

Los neutréfilos y los monocitos contienen granulos lisosomales necesarios para la
digestion de los materiales fagocitados. Si estos compuestos (elastasas,
colagenasas, proteasas) se vierten al exterior, pueden amplificar la respuesta
inflamatoria. Para contrarrestar su efecto, existen antiproteasas en el suero, como la

al-antitripsina y la a2-macroglobulina.
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2.3h Neuropéptidos

Los neuropéptidos, segregados por los nervios sensoriales y varios tipos de

leucocitos, participan en la propagacion de la respuesta inflamatoria. Entre sus

funciones se encuentran: transmision de las sefnales dolorosas, regulacion de la

presion sanguinea, estimulacidbn de la secrecion de las células endocrinas y

aumento de la permeabilidad vascular.

2.3i Mediadores derivados de proteinas plasmaticas

Una gran variedad de fendmenos que participan en la respuesta inflamatoria estan

mediados por cascadas de proteasas plasmaticas, que pertenecen a tres sistemas

interrelacionados:

El sistema del complemento: Estas proteinas estan presentes en el plasma de
forma inactiva y al activarse, se convierten en enzimas proteoliticas que
degradan otras proteinas del complemento, formando una cascada. Los
elementos que participan en el proceso inflamatorio son C3a, C5a y en menor
medida C4a. Denominadas anafilotoxinas, estimulan la liberacion de histamina
por los mastocitos y producen vasodilatacion; ademas, C5a tiene capacidad
quimiotactica y activa la lipooxigenasa, generando leucotrienos, a partir del AA.
El sistema de la coagulacién: La inflamaciéon aumenta la produccién de algunos
factores de la coagulacion y convierte al endotelio en trombogénico. En
contrapartida, la trombina promueve la inflamacion por diferentes respuestas:
movilizacion de selectina-P, produccién de quimioquinas y citoquinas, expresion
de receptores para integrinas en el endotelio, induccibn de COX-2 con
produccion de prostaglandinas, NO y PAF, y cambios en la forma endotelial.

El sistema de quininas: Son péptidos vasoactivos derivados de proteinas
plasmaticas, denominadas quinindgenos. La activacion de enzimas especificas
permiten la conversion de precalicreina en calicreina. Esta, a su vez, genera
bradiquinina, que aumenta la permeabilidad vascular y causa contraccion del
musculo liso, dilatacion de los vasos y dolor. Por otro lado, la calicreina tiene
efecto quimiotactico, convierte C5 del sistema del complemento en C5a (también
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quimiotactico) y convierte el plasminégeno en plasmina para degradar el coagulo

secundario.

2.4 Efectos sistémicos de la inflamacion

Las citoquinas TNF-a, IL-1B e IL-6 producidas por las células inflamatorias, actian
sobre el conjunto del organismo para movilizar todos los recursos disponibles para
luchar contra el agente infeccioso, y reparar la herida. Producen aumento de &cidos
grasos y glucosa en circulacion provenientes de tejido graso y de musculo
esquelético donde también agotan la provision de glucégeno por aumento del
metabolismo catabdlico. En particular, su accion sobre el hipotalamo permite elevar
la temperatura, lo que compromete la supervivencia bacteriana. Su accién sobre el
higado, permite aumentar la sintesis de las proteinas de fase aguda (proteina C
reactiva y A amieloide) y las del sistema del complemento. La hematopoyesis y la
movilizacion de los PMN a partir de la médula 6sea y su activacién son efectos
decisivos, asi como la activacion de los fibroblastos y macréfagos durante la fase
reparadora.

2.5 Inflamacion sistémica

Si la respuesta inflamatoria local aguda, es sostenida y de gran magnitud o no es
limitada por mecanismos antiinflamatorios (por ej, en ciertas infecciones, sepsis,
politraumatismos), se produce una respuesta inflamatoria sistémica. Esta respuesta
se caracteriza por activacién endotelial generalizada, vasodilatacién y aumento en la
permeabilidad de capilares y vénulas post-capilares, hipovolemia, aumento en el
namero tanto de neutréfilos polimorfonucleares (PMN) como de precursores
mieloides circulantes y alta concentracion sérica de varias citoquinas pro-
inflamatorias y proteinas de fase aguda (Eckersall 2000, Gill et al 2011). Esta
activacion generalizada no solo mantiene el proceso inflamatorio, sino que lo
amplifica. Culmina en infiltracién leucocitaria con dafio en varios tejidos del
organismo, pudiendo desencadenar caquexia, falla multi-organica y eventualmente

la muerte.
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2.6 Resolucion de la respuesta inflamatoria aquda

Aunque una respuesta inflamatoria aguda es un mecanismo fisiologico destinado a
la conservacién de la homeostasis, puede producir dafos importantes en los tejidos
del huésped, y eventualmente en todo el organismo, si no es mantenida bajo un
estricto control. En parte, la inflamacién desaparece simplemente porque los
mediadores se producen mientras persiste el estimulo, tienen vidas medias cortas, y
son degradados tras su liberacion. Los neutréfilos también tienen vida media corta y
mueren por apoptosis horas después de extravasarse. No obstante, dado que la
respuesta inflamatoria se amplifica por sefales de retroalimentacion positivas entre
diversos sistemas, es fundamental para su control una serie de moléculas
antiinflamatorias que inducen las respuestas opuestas a los mediadores
inflamatorios. Esto se logra por la interaccién de dos tipos celulares (biosintesis
transcelular), produciendo un nuevo tipo de mediadores lipidicos producidos por las
enzimas COX y LOX, cambiando los leucotrienos y prostaglandinas pro-
inflamatorios, por las lipoxinas, resolvinas y protectinas antiinflamatorias. La
indometacina, al igual que otros AINES (drogas antiinflamatorias no esteroideos),
inhiben las COX y por tanto las prostaglandinas, pero no afecta la actividad de las
LOX (Figura 1). La dexametasona (y otros corticoides), son potentes
antiinflamatorios, ya que, no sélo inhiben las fosfolipasa A2 (Goppelt-Struebe et al
1989, Lin et al 1997) que libera al AA (Figura 1), sino que ademas, disminuye la
expresion de genes tales como, NF-kB (factor de transcripcion que induce a las
citoquinas pro-inflamatorias) (Mukaida et al 1994, Auphan et al 1995, Scheinman et
al 1995, Newton et al 1998) e iINOS (6xido nitrico sintetasa inducible) (De vera et al
1997, Li et al 2000, Li et al 2009). Por otro lado, los macréfagos y otras células
liberan citoquinas antiinflamatorias, como TGF- e IL-10.

2.7 Inflamacion cronica

Cuando la inflamacién aguda no es resuelta y por lo tanto, se mantiene durante un
tiempo prolongado (semanas o meses), se habla de inflamacién cronica, en la que
coexisten el dano tisular y los intentos de reparacién, en diversas combinaciones.

Este tipo de inflamacién, es el responsable del dafo tisular de algunas
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enfermedades humanas, como la artritis reumatoide, la aterosclerosis, la
tuberculosis o la fibrosis pulmonar. Ademas, es importante en el desarrollo del

cancer y en enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer.

Entre las causas de la inflamacion crénica se pueden distinguir:

Infecciones persistentes: Es el caso de microorganismos dificiles de erradicar,
como micobacterias, ciertos hongos, virus y parasitos. Pueden dar lugar a la

formacion de granulomas.

Enfermedades mediadas por el sistema inmune: En ciertas circunstancias, una
respuesta inmune adaptativa se puede producir de manera exagerada o inapropiada
en relacién al agente desencadenante. Esto genera una inflamacion crénica que
juega un papel importante en la patologia de estas enfermedades, no produciendo
beneficio, sino dano. En este tipo de enfermedades, se suelen producir brotes
repetidos de inflamacién, por lo que se pueden observar caracteristicas mixtas de la

inflamacion aguda y crénica.

Exposicion prolongada a agentes téxicos: Pueden ser exdégenos o enddgenos.
Los primeros, por material inerte y no degradable, como el polvo de silice que
inhalado por periodos prolongados puede producir la enfermedad inflamatoria de los
pulmones conocida como silicosis. Los segundos, por la acumulaciéon de lipidos
toxicos (ej lipoproteina de baja densidad [LDL]) en los vasos sanguineos, produce

una inflamacién crénica de los mismos, causando aterosclerosis.

2.7.1 Caracteristicas

La inflamacién crénica se caracteriza por infiltracion predominante de leucocitos
mononucleares, destruccion de tejidos, debido a la persistencia del agente y/o de las
células inflamatorias, e intentos de regeneracion, reemplazando el tejido dafiado con
tejido conectivo, con extensa proliferaciébn de vasos sanguineos (angiogénesis) y
linfaticos y, sobre todo, fibrosis.

Los macréfagos son el tipo celular dominante en la inflamaciéon crénica. Pueden

activarse por microorganismos a través de receptores especificos de tipo Toll o por
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citoquinas como el interferon-y (IFN-y), una molécula segregada por los linfocitos T
activados y por las células NK. Los productos de los macréfagos activados eliminan
microorganismos e inician el proceso de reparacion tisular, y son los responsables
de la mayor parte de los danos tisulares en la inflamacion crénica. Existen diferentes
fenotipos de macréfagos activados, en funcién del tipo de activacion que hayan
sufrido.

Los linfocitos se movilizan en la respuesta especifica del sistema inmune y se
activan produciendo anticuerpos o células capaces de identificar y destruir el
patdgeno. Los macréfagos segregan citoquinas y quimioquinas capaces de activar y
reclutar linfocitos. Las interacciones entre linfocitos y macréfagos son
bidireccionales, ya que los linfocitos a su vez segregan citoquinas (sobre todo IFN-y)
con una potente capacidad de activar macréfagos. De manera que una vez que los
linfocitos se activan, la inflamacidén tiende a agravarse, pudiéndose convertir en

cronica, si los microorganismos no son erradicados.

Los eosindfilos y mastocitos son abundantes en reacciones inflamatorias mediadas
por inmunoglobulina E (IgE) y en infecciones por parasitos. Los eosindfilos tienen
granulos que contienen la proteina basica principal, una proteina catibnica muy
basica que es téxica tanto para los parasitos como para los tejidos. Tienen por ello
un papel importante en la destruccién de tejidos en reacciones inmunes, como las

alergias.
Por ultimo, los PMN si bien son caracteristicos de la inflamacién aguda, pueden

detectarse también en inflamacion cronica, bien debido a la persistencia de la
infeccion o a mediadores producidos por los linfocitos.

3. Sistema inmune

3.1 Generalidades vy activacion del sistema inmune

El sistema inmune, es uno de los sistemas mas importantes en la respuesta

inflamatoria. El sistema inmune adaptativo es el encargado de reaccionar y eliminar
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especificamente, todo aquello que considera ajeno al organismo. Los linfocitos
recirculan continuamente con patrones de trafico definidos entre la sangre, los
organos linfaticos secundarios (OLS) y la linfa. Los linfocitos virgenes maduros,
pasan a la circulacién sanguinea para luego extravasarse en los OLS (ganglios
linfaticos, bazo, placas de Peyer, amigdalas y adenoides). El antigeno puede llegar
al ganglio linfatico al ser captado en los tejidos periféricos por una célula dendritica
(CD) que lo transportara hacia el ganglio mas cercano donde sera presentado a los
linfocitos T virgenes. Asimismo, el sistema de drenaje linfatico transporta antigenos
hacia los érganos linfaticos secundarios drenantes para permitir su reconocimiento
por los linfocitos B especificos que se hayan extravasado. Los linfocitos T y B que
reconocen antigenos y reciben sefales coestimulatorias apropiadas se activan,
sufren expansion clonal y adquieren funciones efectoras particulares con patrones
de migracion caracteristicos: los Th1, Th2 y Th17 pasan a circulacion para
extravasarse en tejidos periféricos; las células Th foliculares permanecen en los OLS
para cooperar con los linfocitos B que desencadenaran respuestas humorales y los
linfocitos T regulatorios ejerceran sus funciones tanto en los OLS como en los tejidos
periféricos. La mayoria de los linfocitos T que han proliferado mueren en semanas y
s6lo una pequena proporcién permanece como células de memoria. Los linfocitos B
activados en los OLS originan plasmoblastos y células B de memoria; los
plasmoblastos pueden permanecer en los OLS y producir anticuerpos o
abandonarlos y por torrente circulatorio llegar a sitios distantes como médula ésea y
mucosas. Las células B de memoria también recircularan entre la sangre, los OLS y

la linfa.

Las CDs cumplen la funcién de “centinelas” capaces de detectar la entrada de
patdgenos en un contexto de inflamacion, iniciando la respuesta inmune innata y
adquirida (Asselin-Paturel et al 2001, Matzinger 2002, Skoberne 2004). También
participan en el balance entre inmunidad y tolerancia inmunolégica (Quah and O’neill
2005). Representan una poblacién celular heterogénea que se encuentra distribuida
en la mayoria de los tejidos periféricos, en particular en sitios de interfase con el
medio ambiente (piel y mucosas [Banchereau 2000]). EI mejor marcador para las
CDs murinas es la integrina CD11c¢ (Steinman 2001). Una vez en contacto con el
antigeno, las CDs inmaduras lo internalizan por diversas vias, como la endocitosis

mediada por receptor y la endocitosis no especifica de particulas y solutos

33



(fagocitosis y macropinocitosis) (Sallusto et al 1995). Luego comienza un complejo
proceso de maduracion funcional que conduce a una potente actividad
inmunoestimulatoria (Guermonprez et al 2002). Varios eventos forman parte de este
proceso: reorganizacion del citoesqueleto, adquisicibn de motilidad celular,
migracion a los tejidos linfoideos, presentacién de complejos péptido antigénico-
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en la superficie celular, aumento de la
capacidad de activacidén de células T y desarrollo de extensiones citoplasmaticas o
“dendritas”, aumento de la expresién de moléculas coestimulatorias (CD80, CD86,
CD40), moléculas de adhesion e integrinas (Adams et al 2005, Quah and O’neill
2005). Asimismo, produce un patron de citoquinas que depende del tipo de estimulo
madurativo, el subtipo de CDs estimulado y su origen.

Los linfocitos B son las células responsables de la produccion de anticuerpos, pero
también tienen un rol importante como células presentadoras de antigenos (CPA). El
receptor de células B (BCR) reconoce antigenos proteicos en forma nativa con alta
afinidad y los presenta en el contexto de MHC-II (Batista et al 2001), junto con la
expresion de las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 y la activacién de
linfocitos T (Mond et al 1995). Existe una poblacién de linfocitos B que generan
respuestas humorales en presencia de antigenos T-independientes (polisacaridos y
lipidos), es decir no necesitan de la interaccidn con linfocitos T CD4 para activarse.

Los linfocitos T que emigran del timo son células maduras que expresan un unico
tipo de TCR y la molécula de CD4 o CD8 en su superficie. Circulan por la sangre en
estado de reposo (naive) hasta extravasarse en los 6rganos linfaticos secundarios.
Alli los linfocitos T CD4 se activaran al reconocer antigenos en el contexto de MHC-II
y los linfocitos T CD8 se activaran por el reconocimiento de péptidos presentados en
contexto de MHC-L.

El linfocito T para activarse necesita recibir dos sefales diferentes, el reconocimiento
a través del TCR del péptido antigénico presentado por las moléculas de
histocompatibilidad y el reconocimiento a través del CD28 de las moléculas
coestimulatorias expresadas por la célula presentadora de antigeno (CD80 y CD86).

Las células T CD8+, en ganglios linfaticos en un contexto de infeccion o de

inflamacion, se activan al contactar con las CDs maduras con la participacion de
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células T helper. Durante la activacion, se produce la expansion clonal y las células
adquieren dos funciones efectoras criticas: la capacidad de inducir la muerte celular
por apoptosis de la célula blanco y de secretar citoquinas (Chowdhury and
Liebermann 2008). Los mecanismos de muerte celular comprenden la liberacion de
moléculas preformadas de perforina y granzimas (mecanismo secretorio) o la via de
FAS/FASL. Las células T CD8 activadas migran al tejido inflamado y secretan IFN-y,
TNF-a y quimioquinas inflamatorias, luego de la interaccién con el complejo MHCI-
antigeno. De esta manera, reclutan diferentes células inmunitarias y contribuyen con

la respuesta inflamatoria local (Slitka and Whitton 2000).

Los linfocitos T CD4+ convencionales controlan la inmunidad adaptativa mediante la
activacion, de modo antigeno- especifico, de otras células efectoras tales como
células T citotoxicas CD8, células B y macrofagos. Debido al patréon de citoquinas
que secretan y al tipo de respuestas en las que colaboran, se distinguen dos
grandes grupos de células: Th1 (IL-2, IFNy, TNFa) que inducen respuesta celular y
Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) (Mosmann and coffman 1989) que promueven la

respuesta inmune humoral.

3.2 Requlacion del sistema inmune

El sistema inmune posee un complejo sistema regulatorio que impide el ataque de
las células efectoras a las células somaticas. Esta regulacion se da por dos
fendmenos: la tolerancia central y la periférica. En la tolerancia central, se produce la
delecién clonal de las células que reaccionan frente a antigenos propios. En la
tolerancia periférica, aquellas células que son reactivas a antigenos propios son
eliminadas o mantenidas anérgicas en la periferia. El balance entre inmunidad y

tolerancia determina el resultado de una reaccién inmune.

Dentro de los tipos celulares supresores de la respuesta inmune se encuentran las
células T regulatorias (Treg). Su actividad es esencial para el mantenimiento de la
tolerancia inmunoldgica y la homeostasis del sistema inmune. Son una pequefia
poblacién de células T con una potente actividad supresora (Sakaguchi et al 1995).
El factor de transcripcidn Foxp3 es el regulador critico del desarrollo, funcién vy
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homeostasis de las células regulatorias (Hori et al 2003, Fontenot et al 2003) y es el
marcador mas especifico del linaje Treg en ratén. En humanos no hay un marcador
especifico, siendo CD4*CD25"9" |a caracterizacion mas aceptada (Baecher-Allan et
al 2001). Hay numerosos subtipos de células T regulatorias. Se pueden clasificar en
dos tipos segun su origen: las naturales (nTregs) de origen timico y las inducidas
(iTregs) originadas en periferia a partir de células T convencionales mediante
estimulacién antigénica bajo determinadas condiciones (IL-10, TGFB). Las nTreg
estan presentes en el raton, en ausencia de cualquier tipo de afeccién y son
importantes tanto en el mantenimiento de la autotolerancia inmunoldgica (Shevach
2000, 2006) como en infecciones, tumores (Liyanage et al 2002), transplantes
(Wood and Sakaguchi 2003) y reacciones de injerto contra huésped (Shimizu et al
1999). Una poblacion con fenotipo y funcién similar ha sido identificada en humanos
(Dieckmann et al 2001, Jonuleit et al 2001).

Como todas las células T, las células Treg expresan en su superficie un receptor T
(TCR) que permite el reconocimiento especifico de péptidos antigénicos en el
contexto de moléculas de MHC de clase Il y para su activaciéon requieren ademas
una senal coestimulatoria por parte de las CPAs (Wing et al 2005). Asimismo las
Treg expresan constitutivamente moléculas de superficie (CD25 (Robb et al 1981),
CTLA-4 (Walunas et al 1994), GITR (Nocentini et al 1997) y LAG-3 (triebel et al
1990) que han sido descriptas también en células activadas. Los mecanismos de
supresion pueden agruparse bajo cuatro categorias: 1) liberacion de citoquinas
inhibitorias (IL-10, TGFB, IL-35) (Vignali et al 2008, Tang and Bluestone 2008, Sojka
et al 2008) 2) apoptosis mediante la liberacién de granzima A y B (Gondek et al
2005, Cao et al 2007) 3) interferencia con funciones metabdlicas de las células T
convencionales (deprivacion de IL-2, activacion del receptor de adenosina 2A,
transferencia de AMPc a las células T convencionales) (Chen et al 2005, Tang and
Bluestone 2008, Sojka et al 2008) y 4) modulacién de la maduracién y funcién de las
CDs (induccion de IDO) (Mellor and Munn 2004, Chen et al 2005, Tang and
Bluestone 2008, Sojka et al 2008).

Por otro lado, las células mieloides inmaduras pertenecen a diferentes poblaciones
celulares que abarcan todos los estadios de diferenciacion de la mielopoyesis
(proceso de generacion, desarrollo y maduracidén de los componentes mieloides de
la sangre). Pueden dar lugar a eritrocitos, moncitos, macréfagos, CDs y granulocitos
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(eosindfilos, basofilos y neutréfilos). En condiciones fisiol6gicas estas células se
encuentran en médula 6sea, pero en condiciones inflamatorias agudas o crénicas se
pueden encontrar en circulacion, ganglios y bazo (Ostrand-Rosenberg and Sinha
2009). En los ultimos afos se ha descripto un importante rol en la inmunosupresion,
de ahi el nombre células supresoras derivadas de linea mieloide (MDSC)
(Gabrilovich and Nagaraj 2009). En ratones estan caracterizadas por la co-expresiéon
del antigeno de diferenciacién del linaje mieloide GR1 y CD11b (MAC1) (Kusmartsev
et al 2004), mientras que en humanos, son comunmente caracterizadas como CD14"
CD11b* (Almand et al 2001). Estas células, cuando se activan en un contexto
patologico, producen NO y ROS. A su vez diferentes poblaciones pueden utilizar
diferentes mecanismos de supresion de la respuesta inmune. Sin embargo,
mecanismos comunes incluyen aumento de expresidn de arginasa e INOS
deprivando de L-arginina necesaria para la proliferacion de células T (Bronte and
Zanovello 2005, Rodriguez and Ochoa 2008), induccién de Treg (Huang et al 2006)
y expresion de CTLA-4 (Yang et al 2006).

4. Relacion entre inflamacion y cancer

Desde 1863, cuando Virchow observé por primera vez infiltrados de leucocitos en
tejidos tumorales, se ha ido acumulando evidencia clinica y experimental que
muestra que la incidencia de ciertos tumores es mucho mayor en sitios de
inflamacion crénica, y ésta es reducida con el uso prolongado de drogas
antiinflamatorias (Duperron and Castonguay 1997, Smalley and DuBois 1997, Reddy
et al 1999, Balkwill and Mantovani 2001, Coussens and Werb 2002, Shacter and
Weitzman 2002, Yao et al 2003, Nohiri et al 2013). En efecto, el cancer de colon es
comun en individuos con enfermedades inflamatorias del intestino tales como
enfermedad de Crohn vy colitis ulcerosa crénica (Fornaro et al 2009, Rogler 2013,
Adams and Bromermann 2013), el cancer gastrico esta asociado a gastritis resultado
de la infeccidon con Helicobacter pylori (Blaser et al 1995, Ernst and Gold 2000,
Ladeira et al 2004 Correa and Piazuelo 2011); el carcinoma de vejiga es mas
frecuente en pacientes afectados por cistitis cronica producida por esquistosomiasis
0 por catéter urinario permanente (Kaufman et al 1977, Groah et al 2002, Nair et al

2011) y el carcinoma hepatocelular ocurre mas a menudo en el contexto de
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inflamacion crénica del higado, generada por infecciones virales crénicas, consumo
de alcohol, enfermedades autoinmunes del higado y hemocromatosis (Harrison and
Bacon 2005, Sohal and Sun 2011, Ellerwick et al 2012). Asimismo, en algunos
animales portadores de tumor en un sitio anatémico determinado, la aplicacién de
inflamoégenos, exacerba el crecimiento tumoral y la aplicacién de antiinflamatorios lo
disminuye. De hecho, muchos tumores generan por si mismos un ambiente pro-
inflamatorio compuesto de citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento,
estroma activado, metaloproteinasas que degradan la matriz extracelular y agentes
que inducen dafio en el ADN, lo cual podria ampliar un proceso inflamatorio pre-
existente que a su vez generaria un mayor crecimiento y malignidad del tumor
(Muller and Scherle 2006, Le et al 2007).

Muchos modelos experimentales han sido explorados para entender la relacion entre
inflamacién y céancer, tanto la establecida previamente, como la inducida por el
propio tumor. Por ejemplo, algunos tumores murinos muestran un crecimiento
acelerado, tanto, cuando células tumorales son mezcladas ex-vivo con células
inflamatorias y luego la mezcla es inoculada en el ratén (Prehn 2007), como cuando
agentes pro-inflamatorios son inoculados en el ratén portador de tumor. De manera
similar, en pollos, los tumores inducidos por el virus del sarcoma de Rous
tipicamente se forman en el sitio de inoculacién viral pero no en sitios distantes. La
inflamacidn asociada con la herida producida por la inyeccién del virus parece ser un
requerimiento necesario para el crecimiento del tumor, ya que tumores adicionales
pueden ser inducidos en sitios distantes, simplemente produciendo heridas en las
aves infectadas; este requerimiento de inflamacién parece ser mediado por factores
producidos por células inflamatorias (Kenny and Bissel 2003). De la misma manera,
sefales inflamatorias tales como quimioquinas, han sido experimentalmente
estudiadas en la regulacion del espectro de metastasis, en un modelo murino de
carcinoma de mama en el cual el patron de metastasis ha sido atribuido a
interacciones especificas entre la quimioquina CXCL12 —altamente expresada en
organos target del cancer de mama - y su receptor CXCR expresado en las células
del carcinoma mamario (Muller et al 2001).

Por otro lado, se debe recordar que la inflamacién es, en principio, un proceso
fisiologico auto-limitante que el organismo elabora frente a fenédmenos de dafo

tisular apuntado a regenerar el tejido afectado (Mantovani et al 2008) y tiene un rol

38



clave en la activacién de la respuesta inmune adaptativa, destinada a eliminar
patdégenos, en forma especifica y eventualmente a mediar el rechazo de los tumores

inmunogénicos (Nathan 2002, Muller and Scherle 2006, Siegemund and Zeitz 2011).

El balance entre estos dos roles contrapuestos de la inflamacion puede inclinarse a
veces hacia el lado del rechazo tumoral, como ocurre en ratones inmunizados contra
ciertos tumores inducidos por dosis masivas de carcindgenos quimicos o virales, en
los cuales la expresion de fuertes antigenos tumorales junto con sefales
inflamatorias y de dafo (por ejemplo, heat shock proteins) pueden inducir la
maduracién de CDs, representando el primer paso de una respuesta inmune anti-
tumoral dependiente de células T (Hellstrém et al 1978, Garg et al 2010). En otras
situaciones, como vimos arriba, el balance puede inclinarse hacia el lado de la
exacerbacién tumoral, como ocurre, cuando la respuesta inflamatoria no es resuelta
y los mecanismos inflamatorios tales como, las interacciones selectina-ligando, la
produccién de metaloproteinasas y la funcién de quimioquinas estan dirigidas para
promover el crecimiento neoplasico y las metastasis o para evadir los mecanismos
de defensa del huésped (Ver Punto 5) (Rossi and Zlotnik 2000, Homey et al 2002,
Nelson and Ganss 2006, van Kempen et al 2006). Esta puede ser la razén por la que
histéricamente no se ha encontrado correlacién entre intensidad de infiltrado
inflamatorio con un prondstico definido en diferentes canceres humanos (Broker et al
1984, Torres and Sanchez 1988, Gallo et al 1991, Paun et al 2003, Sconocchia et al
2011), dado que el pronéstico dependeria de qué tipo de infiltrado (si relacionado a
rechazo o exacerbacién tumoral) predomina en el tumor. Por lo tanto los estudios
destinados a comprender los mecanismos celulares y moleculares que subyacen el
interjuego entre estas dos fuerzas opuestas en el espacio de un 6rgano o tejido
podrian contribuir a desarrollar nuevas estrategias para restringir el cancer en esos

sitios anatomicos.

Sin embargo, la inflamaciéon local no es suficiente para explicar los efectos
sistémicos adversos producidos por el tumor, que son, en definitiva los que llevan a
la muerte. Estas pueden ser las causas por las cuales no se le otorgd a la
inflamacion la debida importancia en la clinica. Hay una creencia generalizada de
que estos efectos sistémicos estan asociados a la diseminacién metastasica.

Nosotros no cuestionaremos esta creencia. No obstante, sugerimos, basados en
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datos previos de nuestro laboratorio, que la inflamacién sistémica, también podria, al
menos en algunos casos, jugar un rol significativo en la patologia general del cancer
(Chiarella et al 2008), ya que su desregulacion puede generar alteraciones de la
homeostasis con graves consecuencias para el paciente. En este sentido, se
podrian entender algunos de los efectos adversos del cancer, tales como,
alteraciones metabdlicas, funcionales y tisulares que pueden conducir a caquexia y a

falla multiorganica, que no siempre pueden explicarse como resultado de metastasis.

Ademas, un numero variado de patologias no oncologicas tales como insuficiencia
cardiaca, artritis reumatoidea, insuficiencia renal, fibrosis quistica, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), obesidad morbida, diabetes (Hasper et al
1998, Vernooy et al 2002, Gan et al 2004, Vidt 2006, Faintuch et al 2007, Cirillo et al
2009, Oztirk et al 2013) tienen como factor comun la presencia de un estado
inflamatorio crénico sistémico, que en algun punto de su evolucién, puede

desencadenar en el sindrome de caquexia.

El sindrome de caquexia se caracteriza por astenia, pérdida de peso, anorexia y
atrofia de la masa muscular, que a pesar de un correcto aporte calérico y nutricional
no se logra revertir (Sanz et al 2004, Sanz-Ortiz 2004). Ademas, los pacientes con
caquexia exhiben alteraciones deletéreas en médula 6sea, higado, tejido adiposo,
riidn, musculo y células endoteliales (Reid and Li 2001, De Larichaudy et al 2012

A pesar de lo expuesto y diferente de lo que ocurrié con la inflamacién local, la
relacion entre cancer e inflamacién sistémica ha sido, hasta hoy, relativamente poco
estudiada. Una posible explicacion de este hecho podria estar relacionada con la
creencia generalizada de que la inflamacion sistémica es mas una excepcion en vez
de una regla en la biologia del cancer. Sin embargo, recientes ensayos clinicos
parecen cuestionar esta creencia. En efecto, en los ultimos afos, algunos
parametros aislados de inflamacién sistémica han sido asociados con varias
neoplasias humanas y han sido correlacionados con pérdida de peso,
hipermetabolismo, anorexia, caquexia y mal pronéstico (Mc Ardle et al 2006, Lamb
et al 2006, Mc Millan 2008, Deans et al 2009, McMillan 2009, Neal et al 2009, Pierce
et al 2009, Mc Ardle et al 2010, Meng et al 2013, Hall et al 2013), aunque esos

marcadores aislados no fueron, en general, integrados con otros para definir, en
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pacientes con cancer, la presencia de la entidad conocida como inflamacion
sistémica. Sin embargo, a pesar de estas observaciones clinicas, pocos estudios
experimentales apuntados a evaluar la presencia de inflamacién sistémica y sus
efectos sobre el crecimiento tumoral y sobre el organismo portador, han sido
llevados a cabo. Kamate reporté que el crecimiento del mastocitoma P815
subcutaneo en los ratones singeneicos DBA/2, fue acompafnado por un fenémeno de
inflamacion sistémica temprana comenzando al dia 5 después de la inoculacién
tumoral, que desaparece rapidamente después de que el tumor se ha implantado
(Kamate et al 2002). Sin embargo, los autores no analizaron lo que ocurria mas
tarde, después de que el tumor iniciaba su crecimiento exponencial.

Otros autores han mostrado que la inflamacién sistémica inducida por inyeccién
intravenosa de lipopolisacaridos (LPS) significativamente aumenté el potencial
metastasico del carcinoma de Lewis en ratones, pero sin evaluar si una condicién de
inflamacién sistémica fue naturalmente producida durante el crecimiento tumoral (Mc
Donald et al 2009).

5. Relacion entre cancer y sistema inmune

La relacion entre cancer y sistema inmune, también lleva mas de un siglo de historia.
Paul Ehrlich en 1909, propuso la existencia de antigenos tumorales capaces de
despertar una respuesta inmune contra el tumor. La teoria de la inmunovigilancia fue
extendida por Thomas y Burnet en 1957. Utilizando ratones knock-out se ha visto
que la trasplantabilidad de tumores inducidos por carcin6genos quimicos o virales,
suele ser mayor en ratones deficientes en su respuesta inmune (nude, SCID)
(Kaplan et al 1998). Asimismo, en ratones y seres humanos inmunosuprimidos
(trasplantados, VIH) se ha visto un aumento significativo en la incidencia de ciertos
canceres. En contraposicién, en estos mismos estudios, otros tipos de tumores
tienen una incidencia igual o incluso menor que la observada en individuos normales
(Sheil 1986, Penn 1998, Bosshof and Weiss 2002, Biggar et al 2007, van Leeuwen
et al 2010). Esto indica que diferentes tumores murinos y humanos pueden ser
inmunogénicos, o por el contrario, exhibir una inmunogenicidad débil o indetectable
(Hewitt et al 1976, Ruggiero et al 1985, Franco et al 1996, Speiser et al 1997), con lo
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cual la inmunovigilancia podria no ser un fendmeno universal. Los tumores
susceptibles a inmunovigilancia tienen que vencer al sistema inmunolégico para
evitar ser reconocidos y eliminados. Esto lo pueden lograr por dos vias diferentes:
Por un lado, se han reportado mecanismos asociados directamente a la célula
tumoral, incluyendo la pérdida o cambios de expresion de antigenos tumorales o la
disminucién de MHC clase-I. Estos mecanismos se podrian englobar en el concepto

establecido por la teoria de la inmunoedicion. Por otro lado, la progresion tumoral

puede inducir una falla en la respuesta inmune innata o adaptativa mediante la
secrecion de factores inhibitorios como IL-10 y TGF-B (Waldman 2003; Zheng,
Koropatnick et al. 2006; Lin et al. 2007), y la expansiéon de poblaciones celulares
supresoras (Treg [CD4/CD25/Foxp3] y MDSC [Gr1/CD11b]; (Gabrilovich and
Nagaraj 2009) que interfieren con la respuesta anti-tumoral. Estos ultimos

mecanismos se podrian asociar a otro concepto que es el de inmunomodulacion.

Esto sugiere que bajo ciertas circunstancias el sistema inmune podria esculpir o
editar al tumor seleccionando clones de células tumorales menos inmunogénicas y
bajo otras circunstancias, la progresion tumoral podria editar o esculpir al sistema

inmune, alterando la respuesta inmune anti-tumoral.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL.:

El objetivo general de esta Tesis, es evaluar si el crecimiento de diferentes
tumores, es acompanado por manifestaciones de inflamacion sistémica y si,
eventualmente estas manifestaciones pueden inducir mecanismos contra-
inflamatorios compensadores. Sobre esta base procuraremos determinar cual
es el efecto de la inflamacién sistémica sobre la cinética tumoral y la
respuesta inmune inducida en el organismo contra el tumor, y cual es su
relacion con las fallas multiorganicas y las alteraciones metabdlicas conocidas
en su conjunto como caquexia, que no pueden ser explicables facilmente
como resultado de la localizacién del tumor primario ni de sus metastasis. Si,
efectivamente, la inflamacién sistémica contribuye significativamente a la
patologia generada por el tumor, nuestra propuesta seria combinar drogas
antiinflamatorias con tratamientos convencionales contra el cancer. De este
modo atacando no sélo a la célula maligna, sino también a la inflamacion
sistémica, podriamos tal vez, obtener mejores resultados terapéuticos que los
observados hasta hoy. Discutiremos ademas, sobre la base de estudios en
ratones knock out para ciertos componentes de la respuesta inflamatoria, los
posibles mecanismos moleculares asociados al efecto promotor de la
inflamaciéon sistémica sobre el crecimiento tumoral y por Ultimo,
consideraremos la limitaciones de los tratamientos antiinflamatorios en

organismos portadores de tumor.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Estudiaremos las manifestaciones de inflamacién sistémica asociadas al
crecimiento de 4 tumores murinos, de diferente origen, estirpe histologico
e inmunogenicidad y de 1 tumor humano creciendo en ratones nude y
evaluaremos la relacién entre el grado de inflamacién sistémica inducida
por cada tumor y su agresividad. Determinaremos, ademas, si las
manifestaciones de inflamacién sistémica son acompanadas por una
respuesta contra-inflamatoria sistémica y el origen de ambas respuestas
(Capitulo 1).
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b)

d)

Como ejemplo de la relacion entre la agresividad tumoral y la inflamacién
sistémica, evaluaremos su influencia sobre el sindrome caquéctico y sobre
el crecimiento tumoral y exploraremos posibles mecanismos moleculares
asociados a esta influencia. Para este fin utilizaremos ratones knock out
para el receptor TLR-4, sobre la base de que la activacién de este
receptor, a través de las vias de sefalizacién P38 y JNK MAPK, ha sido
postulada como un evento importante en la inflamacion asociada a
carcinogénesis (Capitulo 2).

Estudiaremos la relacion entre inflamacion sistémica e inmunosupresion
asociada al crecimiento de un tumor murino inmunogénico, como una de
las formas en que la inflamacion sistémica contribuye a la agresividad
tumoral (Capitulo 3).

Investigaremos si la atenuacién de la inflamacién sistémica puede mejorar
la efectividad de tratamientos convencionales contra el cancer (Capitulo
4).

Por ultimo evaluaremos las posibles limitaciones de los tratamientos
antiinflamatorios destinados a contrarrestar la inflamacién sistémica

asociada al crecimiento tumoral (Capitulo 5).
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MATERIALES Y METODOS
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Animales:

Se utilizaron ratones convencionales y knock out para el receptor de tipo Toll 4 (TLR-
4) de la cepa BALB/c, criados en el bioterio de la division de Medicina Experimental
de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires. Los ratones nude fueron
obtenidos de la Comisidon de energia atomica (CONEA). Los animales fueron
equiparados por sexo y edad en cada experimento y su cuidado se realizé segun las
recomendaciones de la Guia para el cuidado y uso de animales de Laboratorio, del
National Health Institute (NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals).

Modelos tumorales:

Tumor MC-C: Fibrosarcoma fuertemente inmunogénico inducido en un ratén de la
cepa BALB/c por la administracion del carcinégeno 3-metilcolantreno y mantenido
por pasajes singeneicos en forma subcutdnea (s.c.) en ratones hembras de 2-4
meses de edad. Se utilizaron los pasajes del 5 al 20. No genera metastasis.

Tumor LB: Linfoma T espontanea surgida en un ratbn macho de la cepa BALB/c y
mantenido por pasajes s.c. en ratones singeneicos. No es inmunogénico y presenta
una temprana diseminacion en multiples érganos.

Tumor CEIl: Carcinoma epidermoide indiferenciado espontaneo no inmunogénico
mantenido por pasajes en s.c. en ratones singeneicos. Presenta limitada capacidad
metastasica.

Tumor C7HI: Adenocarcinoma de mama no inmunogénico, inducido con
medroxiprogesterona (MPA) en un ratén hembra de la cepa BALB/c y mantenido por
pasajes s.c. en ratones singeneicos. Produce abundantes metastasis en pulmén e
higado.

Tumor PC3: Linea de carcinoma de prostata humano mantenido por pasajes de

cultivo.

Calculo del volumen, peso, agresividad y capacidad metastasica del tumor:

Los diametros tumorales fueron medidos con calibre y el volumen tumoral se calcul6
segln la formula de Attia y Weiss: Volumen tumoral = 0.4 (a x b?), donde a y b son
los diametros mayor y menor respectivamente. Se registrd el volumen y el peso de

10 tumores de distinto tamafno y se realiz6 una regresién lineal. El resultado fue la
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formula: volumen tumoral = 861,61 x peso del tumor — 511, donde un tumor de 1000
mm? pesa 1,75 gramos.

La agresividad tumoral fue calculada como la inversa de la mediana de
supervivencia de los ratones inoculados con un numero definido de células
tumorales. La capacidad de metastizar fue calculada como la inversa del intervalo
libre de metastasis (ILM). Experimentalmente, el ILM fue definido como el dia
después de la inoculacion tumoral al cual el 50% de los ratones muestran

crecimiento metastasico.

Dosis tumoral 50:
La dosis tumoral 50 (DTso) es definida como el numero de células tumorales capaz
de crecer en el 50% de los ratones. Se la calcula utilizando el método de Reed y

Muench. Cada tumor tiene una DTso caracteristica.

Suero

Se extrajo sangre de ratones normales y portadores de tumor. La sangre se mantuvo
1 h a temperatura ambiente para que coagule. El suero obtenido después de la
centrifugacion se almacené a -20°C hasta ser utilizado.

Marcadores de inflamacion sistémica:

El recuento total de leucocitos en sangre periférica se determind utilizando una
camara de Neubauer, luego de diluir (1/10) la sangre en una solucién de &acido
acético 2% (TURK). La férmula leucocitaria se conté en frotis preparados en
portaobjetos, que se fijaron con metanol y se tifieron con Giemsa. La concentracién
sérica de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6 y IFN-y (RD Systems,
Minneapolis, MN, USA) y de la proteina de fase aguda proteina A amieloide (SAA,
Biosource International, Camarillo, CA, USA) se midié mediante kits de ELISA.

Marcadores de contra-inflamacion:

Se midi6é la concentracion sérica de las citoquinas antiinflamatorias IL-10 y TGF-
(BD Biosciences Pharmigen, San Diego, CA, USA) y del glucocorticoide
corticosterona (MP Biomedicals RIA kit) a través de kits de ELISA y RIA,

respectivamente.
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Estudios histopatolégicos:
Para el estudio histopatolégico de tumores subcutaneos y de distintos érganos, el
material a analizar se fij6 en formol y se incluyd en parafina. Se obtuvieron cortes

seriados de 5 um que fueron tenidos con la técnica de Hematoxilina-Eosina (H&E).

Extraccion de RNA:

El RNA total fue extraido de forma aséptica de tejidos normales y tumorales. Se
agregé 50-100 mg de tejido congelado en 1 ml de buffer de lisis SV y se
homogeneiz6 con un homogenizador Polytron. Después de la dilucibn en agua
destilada libore de RNAsa, la concentracion de RNA fue cuantificada por

espectrofotometria y la calidad chequeada por electroforesis en gel.

RT-PCR:

Se incubdé RNA total (1 g) con 5x AMV/Tfl buffer de reaccién, 1ul de 10 mM dNTP,
2,5 pl de 25 mM MgSO4, 50 pmol de primers, 1 ul de AMV transcriptasa reversa (5
&/ul), 1 ul de Tfl DNA polimerasa (5 U/ul) y agua libre de nucleasa hasta completar
un volumen final de 50 ul y una gota de aceite mineral por 45 min a 42°C para
generar la primera hebra de cDNA. Siguiendo esto, la reaccién de PCR fue realizada
en el mismo tubo en el termociclador. Se realizaron experimentos preliminares para
determinar el numero correcto de ciclos para amplificar el cDNA de cada producto

génico durante la fase exponencial de PCR.

Medio de cultivo:

Para todos los experimentos se utilizé RPMI-1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA).
Cuando fue necesario, el medio fue suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Natocor, Argentina), 2 mM de L-glutamina, 1% de antibiético (penicilina /
estreptomicina / anfotericina B) y 5x10° M de 2-mercaptoetanol (Gibco Grand Island,
NY, USA) (medio completo).

Obtencion de suspensiones celulares:

La médula 6sea, el tumor, el bazo o el higado se extrajeron de forma estéril, se
disgregaron mecanicamente en RPMI, primero con tijeras y luego a través de una
malla metdlica. El sobrenadante de tumor o de higado se obtuvo a través de la

homogeneizacién de 1 gramo de tejido en 10 ml de RPMI, luego de la centrifugacion
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a 6000 x g por 10 minutos Yy filtrado en poros de 0,2 um. Se guardd a -20°C para su
posterior uso. Las células polimorfonucleares (PMN) fueron aisladas a partir de

sangre periférica, utilizando un gradiente de ficoll hypaque (& 1,099 g/cm?).

Obtencion de medio condicionado con GM-CSF murino:

Se empled la linea celular J558 (Chiarella et al 2008) que proviene de células del
mieloma X63-Ag8 transfectadas con el vector de expresibn BCMGNeo y que
contiene el ADNc que codifica para el factor estimulador de colonias de granulocito-
macréfago (GM-CSF) murino. Las células se cultivaron en IMDM suplementado con
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml, L-glutamina 2 mM, 2-mercaptoetanol
59 uyM y 10% SFB (IMDM-10). Periédicamente se realizé una seleccidn positiva del
stock de células J558 con G418 (sigma), ya que el vector transfectado incluye un
casete de resistencia a dicho compuesto. El cultivo de seleccién se realizé en IMDM-
10 conteniendo 1Tmg/ml de G418. El stock de J558 se preservd alicuotando en
ampollas en N2 liquido sin G418 en una mezcla de 1/10 partes de dimetilsulféxido
(DMSQO) en SFB. Para la preparacion periodica de medio condicionado, se
descongelaron ampollas de stock, y se cultivaron en suspension en IMDM-10 en
presencia del factor de seleccion en botellas de cultivo de 25 cm? (Corning). Luego
de 72 hs de cultivo, las células se repicaron en botellas de 75 cm? en una
concentracion de 2x10° células/ml de medio sin G418 y 72 hs mas tarde (fase
estacionaria) se recolecto el sn de cultivo. EI medio condicionado asi obtenido fue

fraccionado y conservado a -80°C hasta su utilizacion.

Diferenciacion de células dendriticas:

Las células de médula 6sea se extrajeron del fémur o tibia de ratones BALB/c y se
resuspendieron en RPMI conteniendo 1% de SFB. Luego de lisar los eritrocitos con
cloruro de amonio (0.14M), las células se lavaron y se resuspendieron a una
concentracion de 1x10° células/ml en medio completo conteniendo 5x10°M de
mercaptoetanol y 15% de sobrenadante de cultivo de la linea J588 productora del
factor de crecimiento-granulocito-macréfago (GM-CSF). Al cabo de 8 dias de cultivo,
se obtiene una poblacion con méas del 80% de células dendriticas (CD11c™).

Medio condicionado de tumor MC-C:
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Para obtener medio condicionado del tumor MC-C, primero se extrajo
quirdrgicamente y luego fue disgregado en Mesh. Las células obtenidas fueron
resuspendidas en medio completo y centrifugadas por 10 min a 1200 rpm a 4°C. El
pellet de células fue resuspendido nuevamente en medio completo y cuantificado su
concentracion. En placas de petri (Corning) se sembraron a razén de 5x10°
células/ml. A las primeras 24 hs y luego cada 48 hs la mitad el medio fue
reemplazado por medio completo fresco. En cada recambio, el medio extraido fue
centrifugado a 15 min a 1500 rpm a 4°C y el sobrenadante fue alicuotado y guardado

a -80°C para su posterior uso.

Citometria de flujo:

Se estudi6 mediante citometria de flujo el fenotipo de leucocitos de ratones
portadores de tumor y de precursores de médula ésea mediante alguno de los
siguientes anticuerpos acoplados a FITC o a PE: anti-CD11c (marcador de células
dendriticas), anti-Gr1 y anti-Mac1 (células mieloides inmaduras) y anti-MHC-I. Se
evalud la liberacién de especies reactivas del oxigeno, por fluorescencia de 123-
dihidrorodamina. Las células se analizaron usando un citémetro FACS (BD

Biosciences) y el programa FCS Express (De novo software, Los Angeles, USA).

Ensayo de inmunizacion:

Implantacion-extirpacion: Los tumores fueron extraidos quirdrgicamente de los
ratones cuando el volumen fue de 400 mm3. Dos semanas mas tarde, los ratones se
desafiaron en el flanco opuesto con células tumorales vivas.

Dosis sub-letales: Los ratones que luego de una primera dosis baja de células
tumorales (< 5x10* células vivas de MC-C) no presentaron crecimiento tumoral,
fueron re-inoculados con 2x10° células del mismo tumor.

Células tumorales irradiadas: Suspensiones celulares de MC-C se irradiaron con
90 Gy en una placa de plastico. Los rayos X fueron generados en un aparato de
radioterapia Philips 250/15 a 220 Kv, 14 mA vy filtrados con 1 mm de aluminio. Los
animales fueron pre-tratados con dos dosis subcutaneas (s.c.) de 3-4x10° de células
tumorales irradiadas, 7 y 14 dias antes del desafio con células vivas del tumor MC-
C.

Test de Winn:
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La actividad anti-tumoral de esplenocitos fue investigada con el test de Winn
mezclandolas in vitro con células tumorales en una proporcion célula de bazo/célula
tumoral de 100/1 e inmediatamente después inoculando la mezcla en ratones donde

se evaluarg el crecimiento tumoral.

Citotoxicidad mediada por células:

0.1 ml de células tumorales de cultivo marcadas con cromo se incubaron con el
mismo volumen de suspensiones celulares de bazo en una proporcién célula de
bazo/célula tumoral de 100/1 durante 4 h en una atmdésfera humidificada de CO2 al 5
%. Transcurridas las 4 h las células fueron centrifugadas y la radioactividad del
sobrenadante fue medida en un contador gama (Beckman). El porcentaje de lisis
especifica fue calculado como: (cpm experimental — cpm normal)/(cpm maximo —

cpm normal)x100.

Ensayo de inmunidad concomitante:

Grupos de ratones recibieron un implante s.c. de MC-C en el flanco derecho seguido
a distintos intervalos por un implante subcutdneo del mismo tumor en el flanco
izquierdo. Los ratones controles recibieron solo el implante en el flanco izquierdo. El
titulo de inmunidad concomitante fue definido como el cociente entre la DTso del
desafio secundario en ratones portadores de tumor y la DTso en ratones controles.

Tratamientos pro- y antiinflamatorios:

El agente pro-inflamatorio tioglicolato (Lab. Britania, Bs. As., Argentina) al 4% diluido
en agua destilada, fue inoculado por la via intraperitoneal (i.p.). Por otro lado, se
usaron distintos esquemas de inoculacibn de las drogas antiinflamatorias
indometacina (Indo, .M. 75 Montpellier; 0,5 mg/Kg) y dexametasona fosfato sodico
(DX; Decadron shock, Sidus; 0,75 mg/Kg) por la via i.p.. También se utilizaron por la
misma via, las siguientes drogas antiinflamatorias: losartan (1 mg/kg), prometazina
(1 mg/kg), clorpromazina (1,2 mg/kg), acido nordihidroguayarético (NDGA; 5 mg/kg),
fenidona (5 mg/kg), L-NAME (25 mg/kg).

Tratamientos convencionales contra el cancer:
Cirugia: Se realizé la escision quirargica del tumor bajo la anestesia pentobarbital,

como fue descripto previamente (Franco et al 1996).

52



Radioterapia: Los ratones portadores de tumor fueron irradiados con 2000 cgrades
en la zona tumoral, en un aparato de radioterapia Philips 250/15 a 220 Kv, 14 mA.

Quimioterapia: Se utilizd la droga quimioterapéutica vincristina (1 mg/kg de peso)
por via i.p. en ratones portadores de tumor. Vincristina es un tratamiento estandar de

fibrosarcomas murinos.

Analisis estadistico:

Los valores se expresan como la media + error estandar (ES). Para analizar la
significacion de los resultados se utilizaron los test de Student, Chi cuadrado (x?) de
dos colas y Log Rank Test y correlacibn de Pearson. Las diferencias fueron

consideradas significativas cuando p < 0,05.
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RESULTADOS
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Capitulo 1:

Crecimiento de diferentes tumores y la emergencia

de una condicion inflamatoria sistémica
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1.1 Relacién entre Inflamacion sistémica y agresividad tumoral.

Evaluamos la inflamacion sistémica en ratones portadores de 4 tumores murinos de
diferente estirpe histolégica, grado de inmunogenicidad, y origen: Linfoma no
inmunogénico LB de origen espontaneo; fibrosarcoma inmunogénico MC-C inducido
por metilcolantreno; carcinoma indiferenciado no inmunogénico CEl de origen
espontaneo y carcinoma de mama no inmunogénico C7HI inducido por
medroxiprogesterona. Adicionalmente analizamos un carcinoma de préstata humano
(PC3) inoculado en ratones nude. Nuestros resultados revelaron que los 5 tumores
estudiados generaron, durante su crecimiento, dos picos de inflamacién sistémica
cuya intensidad varié de tumor a tumor. La intensidad de la inflamacion sistémica fue
evaluada por el numero de neutrofilos polimorfonucleares (PMN) y precursores
mieloides en sangre periférica (y en diferentes érganos) y por la concentracion de las
citoquinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6 y de la proteina de fase aguda SAA.
Por simplicidad, en la Figura 1 solo se registraron los valores de PMN circulantes
como una medida de inflamacién sistémica, dado que este parametro se
corresponde de manera muy confiable con los otros marcadores: la cinética
detallada de todos los marcadores de inflamacién sistémica durante el crecimiento
de un tumor (MC-C) utilizado como ejemplo representativo se muestra mas adelante
en la Figura 5. Al comparar los 5 modelos tumorales, observamos sorpresivamente,
que la agresividad tumoral (calculada como la inversa de la sobrevida de ratones
inoculados con un dado tumor) se correlaciond directamente con la magnitud de la
inflamacion sistémica inducida por cada tumor, mas que con la habilidad de cada
tumor de diseminar o metastatizar en érganos distantes (Figura 2). Esto sugiere que
la magnitud de inflamacidn sistémica podria ser, en algunos casos, un indicador mas
confiable de agresividad tumoral, incluso que la habilidad de generar metastasis. Por
ejemplo, el tumor C7HI, que induce el fenomeno de inflamacion sistémica de menor
magnitud, de nuestra coleccion de tumores, tiene el mejor prondstico, a pesar del
hecho de que induce un enorme numero de metastasis pulmonares y hepaticas. Por
otro lado, el tumor MC-C, que exhibe una fuerte inflamacioén sistémica, se comporta
de una forma muy agresiva, a pesar de que no induce metastasis durante todo su

crecimiento.
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Figura 1: Eje x: Dias post indculo tumoral realizado con 5x10° células para todos los
tumores murinos (LB, n = 12; MC-C, n = 10; CEl, n = 4; y C7HI, n = 5) y 3x10°
células para el tumor humano (PC3, n = 3). Eje y: Neutrofilia (PMN) en los ratones
portadores de los diferentes tumores como medida de inflamacion sistémica. Se
observan los dos picos de inflamacién sistémica de diferente intensidad asociado al
crecimiento de los diferentes tumores. Cada punto representa la media + error
estandar de 3-10 ratones. LB y MC-C: p < 0,0001 en todos los dias respecto del
control; PC3: p < 0,02 dias 3, 15 y 22 vs control; p < 0,01 dias 8 y 35; p < 0,001 dia
45; CEl: p < 0,05 dias 12 y 25; p < 0,01 dias 1, 3y 35; p < 0,001 dia 45. C7HI: p <
0,05 dias 1, 30 y 80; p < 0,01 dias 3, 55 y 120.
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Figura 2: Correlacion entre agresividad tumoral (eje x; reciproca de la sobrevida,
tomando como 100% al tumor LB que muestra la mayor agresividad) e inflamacién
sistémica, medida por el numero de PMN circulantes, en los ratones portadores de
los diferentes tumores de 2000 mm?3 (eje y1) correlacion de “Pearson” p < 0,01.
Correlacién entre agresividad tumoral y capacidad para diseminar o metastizar (eje
y2; reciproca del intervalo libre de metastasis: 1/ILM definiendo ILM como el dia
después de la inoculaciéon tumoral en que el 50% de los ratones muestran
crecimiento metastasico, tomando como 100% al tumor LB que muestra la mayor
capacidad para diseminar y/o metastatizar) p: N.S..

1.2 Caracteristicas generales del tumor MC-C.

Como modelo principal de esta Tesis, utilizamos el fibrosarcoma MC-C, ya que
presenta una respuesta inflamatoria sistémica de gran intensidad y a su vez no
genera metastasis que pueden interferir con la interpretacion de los resultados. Para
evaluar las caracteristicas generales de MC-C, se estudio la cinética de crecimiento
y se realiz6 el andlisis histopatologico del tumor a diferentes tiempos. Para esto, se
inocularon 24 ratones con 5x10° células tumorales MC-C por via subcutanea (s.c.)
en el flanco derecho. Como se observa en la Figura 3 el crecimiento de dicho tumor
fue relativamente lento al comienzo hasta el dia 15 (500 mm? aproximadamente),
después de lo cual exhibié una brusca aceleracion hasta el dia 35. A partir de dicho
dia, el tumor continda su crecimiento de forma mas lenta hasta producir la muerte
del animal. Este tipo de curva -llamada Gompertziana- es comun a una gran
variedad de tumores. La sobrevida de los ratones portadores del tumor MC-C fue de
45,5 + 2,2 dias (media * error estandar, ES). La Figura 4 muestra el andlisis
histopatolégico del fibrosarcoma MC-C inoculado en forma subcutéanea donde se
observan células fusiformes neoplasicas con numerosas figuras mitéticas (Figura
4A-B). En tumores mas avanzados se observan areas necroticas con presencia de
vasos congestivos y una significativa cantidad de PMN (Figura 4C-D).
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Figura 3: Cinética de crecimiento del tumor MC-C en funcion del tiempo (dias) luego
de la inoculacion de 5x10° de células tumorales MC-C por via subcutanea (s.c.) en el
flanco derecho, mostrando una curva Gompertziana.

Figura 4: Cortes histolégicos del fibrosarcoma murino MC-C, donde se observa un
tumor viable fusicelular con elevado niumero de mitosis y escasa necrosis (tumor
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menor a 500 mm?) A) 100x B) 400x. En tumores avanzados (dia 30, 2000 mm?) se
observan extensas areas necréticas y vasos congestivos y una significativa cantidad
de PMN C) 100x D) 400x. (H&E).

1.3 Manifestaciones de inflamacion sistémica asociadas al crecimiento del
tumor MC-C.

Como vimos en 1.1) el tumor MC-C genera, al igual que todos los tumores
analizados, dos picos de inflamacion sistémica. En la Figura 5 se grafican todos los
marcadores de inflamacion sistémica analizados. El primer pico es relativamente
pequenio y transitorio, ya que fue sblo detectado durante la primera semana luego de
la inoculacion s.c. de 5x10° células del tumor MC-C. Por otro lado, el segundo pico
se observd a partir del dia 14 después de la inoculacion tumoral, cuando el tumor
alcanzé los 500 mm?® y comenzd su crecimiento exponencial. Este pico fue, en
general, mas prominente que el primero y su intensidad fue proporcional al tamafo
del tumor (Figura 5). Asimismo, se analizaron las poblaciones de leucocitos
circulantes en ratones portadores de tumores de 1500 mm? (dia 25 post-inoculacién
tumoral, donde la inflamacion sistémica ya estaba establecida) y revelaron, no solo
un alto numero de PMN maduros e inmaduros, sino también un alto numero de
precursores mieloides en diferentes estadios de diferenciacion. Esta poblacién de
células heterogéneas, llamadas células mieloides supresoras (MDSC; Gabrilovich
and Nagaraj 2009) por su accién fuertemente inmunosupresora, co-purificé con los
PMN en el gradiente de Ficoll-Hypaque. Estas células exhibieron el fenotipo GR1*,
MAC1* (CD11b*), son de mayor tamafno que los PMN observados en los ratones
normales o portadores de tumores chicos (Figura 6A), y exhiben un alto grado de
activacion, asociada a la liberacion de grandes cantidades de especies reactivas del
oxigeno (ROS) (Figura 6B). De manera similar a lo que ocurrié en circulacién, hubo
un marcado aumento de estas células mieloides inmaduras con alta expresion de
Gr1* Mac1* en bazo de ratones portadores de tumores grandes (1500 mm3); en
contraste, el porcentaje de células dendriticas, fue significativamente menor (Figura
7).
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Figura 5: El crecimiento del tumor MC-C esta asociado a una condicién de
inflamacion sistémica evidenciada por un aumento en la concentracidén sérica de las
citoquinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6 y de la proteina de fase aguda SAA y
por el numero de neutréfilos polimorfonucleares (PMN) en sangre periférica de
ratones portadores del tumor MC-C. Cada punto representa la media * error
estandar de 3-6 determinaciones para las citoquinas y las proteinas de fase aguda y
10 determinaciones para el recuento de PMN. a: p < 0,05; b: p< 0,02; c: p < 0,01; d:
p < 0,001; e p <0,0001.
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Figura 7: Porcentaje de las poblaciones esplénicas de células dendriticas y
mieloides inmaduras (MDSC) obtenidas de ratones normales (Control), ratones con
tumor MC-C chico (volumen < 500mm?; T < 500) y ratones con tumor MC-C grande
(volumen = 1500 mm?® T 1500). Los resultados representan la media + error estandar
de 4 experimentos independientes. La estadistica se realizé comparando los ratones
normales vs. Los portadores de tumor. a: p<0,001.

La existencia de un proceso inflamatorio sistémico que afecta a todo el organismo
portador del tumor MC-C, fue confirmado histopatolégicamente, a través de la
observacién de una extensa infiltracibn de PMN y de los dafos ocasionados en
distintos 6rganos tales como higado, rifén, bazo, pulmén y colon, algunos de los
cuales, especialmente rindbn e higado, son compatibles con disminucién y adn
pérdida de funcién normal y eventualmente causa posible de muerte (Figura 8). Es
importante destacar que ningun foco metastasico fue encontrado en los érganos
mencionados, por lo cual el dafio no pudo ser atribuido a metastasis. También se
observé infiltracion de PMN en los érganos de ratones portadores de los otros
tumores analizados, compatible con la inflamacion sistémica inducida por estos
tumores, aunque en algunos ratones portadores de ciertos tumores hay importantes
focos metastasicos que complican la interpretacion de los resultados (datos no

mostrados).
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Figura 8: Se observa congestion vascular generalizada en todos los érganos de
ratones portadores del tumor MC-C de 2000 mm3. A) (x25) y B) (x40) Higado que
muestra focos inflamatorios en parénquima y alteracion difusa de hepatocitos. C)
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(x25) y D) (x40) Pulmén con abundante infiltrado leucocitario intravascular y en tejido
periférico. E) (x25) y F) (x40) Rifdn, con foco inflamatorio y alteraciones del epitelio
tubular con presencia de cilindros hialinos intra-luminal y dafio glomerular. G) (x25) y
H) (x40) Colon con infiltrado intravascular en submucosa. (H&E).

1.4 Persistencia de la inflamacidn sistémica lueqo de la extirpacion tumoral.

Es de hacer notar que, luego de la extirpacion quirtrgica de tumores MC-C de mas
de 2000 mm3, los parametros de inflamacion sistémica se van reduciendo
progresivamente, aunque, permanecen significativamente mas altos que los valores
controles durante al menos 2 semanas después de la cirugia (Figura 9). Lo mismo
ocurrié con la infiltracion de PMN vy los dafos asociados en los distintos érganos
(datos no mostrados). Esta observacién serda importante cuando discutamos la
aplicacién de tratamientos antiinflamatorios junto con terapias convencionales contra

el cancer (ver Capitulo 4).

E 25007 25000 7
o
L)
< 2000 1 w 20000 7
< £
« £

1500 - = -1
o 15000
° c =z

=
c o
2 10007 o 10000
o
© °
= a :
= 500 Z 5000
O
o /= peeeee=- - -
c | T | e [ T
o 0T T T T T 1 0T T T T T 1
© 0 5 10 15 20 25 (1] 5 10 15 20 25
Dias post extirpacion de MC-C Dias post extirpacion de MC-C
—— SAA -B- SAA Control == pMN ~-®- pMN Control

Figura 9: Disminucién progresiva de parametros de inflamacion sistémica luego de
la extirpacién quirdrgica de tumores MC-C de mas de 2000 mm3. Cada punto
representa la media * error estandar de 9 ratones. a: p < 0,02; b: p < 0,01; c: p <
0,001.
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1.5 Origen de las manifestaciones de inflamacidn sistémica asociadas al

crecimiento tumoral.

Con el objetivo de determinar si la inflamacién sistémica es originada a partir de una
inflamaciéon local en la zona tumoral, se analiz6 la presencia de citoquinas
inflamatorias en los tumores MC-C y C7HI (elegidos como modelos tumorales que
inducen mucha y poca inflamacién sistémica, respectivamente). Se observd la
presencia de mRNA vy proteina de TNF-a, IL-1B e IL-6 en el area tumoral por RT-
PCR y por ELISA, respectivamente (Figura 10). Al igual que lo ocurrido en
circulacién, MC-C produce mayor cantidad de citoquinas que el tumor C7HI. El
hecho de que la concentracion de estas citoquinas en la zona tumoral sea mayor
que la concentracibn en sangre, sugiere que éstas pueden ser generadas
principalmente en el tumor, y liberadas a circulacion. Alli podrian estimular la
produccion de proteinas de fase aguda en el higado. El higado de ratones
portadores de tumor MC-C - pero no el de portadores de C7HI - también produce
citoquinas pro-inflamatorias aunque su nivel parece ser menor al observado en la
zona tumoral. Por otro lado, el analisis de cortes histologicos del tumor MC-C,
mostraron que al primer dia post-inoculacién tumoral, hubo una extensa inflamacion
local, con abundante edema y gran infiltracion de PMN en la zona peri-tumoral que
lentamente fue disminuyendo su intensidad: poco después, al dia 3, se detecto el
primer pico de inflamacion sistémica. Luego, entre los dias 5 y 14, el tumor incipiente
fue infiltrado principalmente por linfocitos y macrofagos. Posteriormente, a medida
que aumentaba el tamano de los tumores, se produjo un nuevo fenémeno de
inflamacion local aguda que iba aumentando progresivamente, con mayor infiltrado
de PMN y edema (Figura 11). Esta infiltracidon se da en su gran mayoria en la zona
peri-tumoral. Subsecuentemente habia un aumento progresivo de estas células
circulantes y en bazo (ver Figuras 6 y 7, respectivamente).

Es de hacer notar que, aunque la magnitud total de la inflamacién local a los dias 30-
40 después del implante tumoral, es muy superior a la observada al dia 1, dada la
enorme masa de los tumores en aquellos dias, la intensidad del infiltrado
inflamatorio por campo o por unidad de masa es mayor al dia 1. Esto tendra
importancia teérica cuando discutamos la aparente inconsistencia que se ha

observado histéricamente entre infiltrado inflamatorio y agresividad tumoral.
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El analisis histopatolégico de los otros tumores también mostré infiltracién de PMN
en la zona tumoral, proporcional a la magnitud de la inflamacion sistémica generada
por cada tumor (datos no mostrados). El tumor C7HI es el que muestra menor
infiltracion de PMN coincidente con la menor concentracién de citoquinas pro-

inflamatorias.

Con el fin de comprobar si la inversion entre el numero de CD y MDSC en bazo de
ratones portadores de tumor MC-C (ver Figura 7) esta relacionada a una inapropiada
diferenciaciéon de precursores de médula 6sea debido a factores producidos por el

propio tumor y liberados a circulacion, realizamos los siguientes experimentos:

En el primero, se cultivaron precursores de médula 6sea de ratones normales
durante 8 dias en presencia de GM-CSF en medio normal o en medio condicionado
del tumor MC-C. Como se observa en la Figura 12, ocurri6 la esperada
diferenciaciéon a células dendriticas en el medio normal, mientras que en el medio
condicionado de tumor, la diferenciacién a células dendriticas fue dramaticamente
inhibida, obteniéndose un alto numero de MDSC. Resultados similares fueron
observados cuando precursores de médula ésea fueron cultivados con suero de
ratones portadores de tumor pero no con suero normal (datos no mostrados). Estos
experimentos indican, que factores liberados por el propio tumor a circulacion
podrian alterar la diferenciacion de precursores de médula ésea, afectando la

diferenciacion de células dendriticas, explicando el alto niumero de MDSC.
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Figura 10: Los niveles de TNF-a, IL-1B e IL-6, se analizaron por RT-PCR y ELISA en
la zona tumoral y en higado de ratones portadores de tumor de 2000 mm? tanto de
MC-C (n = 4), como de C7HI (n = 4). El control negativo fue higado de ratén normal
(n = 5). Las concentraciones de RNA fueron controladas usando mRNA de B-actina.
a: p < 0,05 vs Control; b: p < 0,01 vs Control y c: p < 0,001 vs Control.
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Figura 11: Cortes histolégicos del tumor MC-C: A) El infiltrado peri-tumoral al dia 1
es abundante con mayoria de PMN y extensas zonas edematosas. B) En tumores
pequefios (<500 mm?3, dia 7) el infiltrado esta preferentemente compuesto por
linfocitos. A medida que aumenta el tamano de los tumores hay mas infiltracion de
PMN (C; 1100 mm3, dia 25) y especialmente de células mieloides inmaduras en
tamafios avanzados (D; 2500 mm?, dia 35)(X400) (H&E).
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Figura 12: Diferenciacion de precursores de MO en presencia de medio normal
(Control), en presencia de 50% de medio condicionado de tumor MC-C (50% MC) o
en 100% de medio condicionado (100% MC) tras 8 dias de cultivo con GM-CSF y
maduradas luego con LPS por 24 hs. Las células fueron marcadas con los
anticuerpos monoclonales GR1 y MAC1 (CD11b). Los porcentajes de las distintas
poblaciones celulares fueron analizadas de una regi6on enriquecida en células
CD11c*. Ademas se muestra un histograma de GR1 con su respectivo grafico de
barras. Tanto el Dot Plot como el histograma son representativos de 5 experimentos
independientes. a: p<0,05; (100% MC vs LPS).

1.6 _Contra-inflamacion_sistémica compensatoria asociada al crecimiento del
tumor MC-C.

La condicion inflamatoria sistémica asociada con el crecimiento del tumor MC-C
genera un mecanismo contra-inflamatorio sistémico destinado a restaurar la
homeostasis. Esta caracterizado por un aumento de la concentracion sérica de TGF-
B, IL-10 y corticosterona (Figura 13). Sin embargo, este aumento fue relativamente
modesto o transitorio, comparados con los niveles de los marcadores de inflamacion

sistémica, que continuaron aumentando progresivamente. Por otro lado, también se
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demostré un estado contra-inflamatorio sistémico con la inhibicion de la migracion
leucocitaria, en particular PMN, a un sitio de inflamacidén experimental inducido por la
inoculacién i.p. con tioglicolato (TG; agente pro-inflamatorio), en ratones portadores
de tumores entre ambos picos de inflamacion sistémica (600-1000 mm?3, dias 15-20).
Es decir, en este punto, predomina la respuesta contra-inflamatoria y explicaria la
disminucion de los parametros de inflamacion sistémica observada en estos ratones.
Por otro lado, los ratones portadores de tumores concomitantes con el 2° y mas
conspicuo pico de inflamacidn sistémica, mostraron un deterioro de la respuesta
contra-inflamatoria, ya que la migracién de neutréfilos a la cavidad peritoneal, fue
similar que en los ratones controles (Figura 14). En este punto, la respuesta contra-
inflamatoria no es capaz de inhibir una respuesta inflamatoria adicional. Otra
evidencia funcional de que la respuesta contra-inflamatoria esta exhausta, esta dada
por el hecho de que, cuando inoculamos 2 pg de lipopolisacaridos bacterianos
(LPS), se produjo la muerte del 100% de ratones portadores de tumores de mas de
1500 mm?3, mientras que 150 pg fueron necesarios para matar a ratones normales.
Es de hacer notar que la sensibilidad al LPS de los ratones portadores de tumores
grandes es similar a la observada en ratones adrenalectomizados, lo que se
compadece con el hecho de que los ratones portadores de tumores grandes
muestran una hipotrofia de la corteza adrenal, especialmente de la zona fascicular
que es la responsable de la produccién de glucocorticoides, indicando una
disminuida funcién adrenal. El tratamiento antiinflamatorio con dexametasona previo

a la inoculacién del LPS rescaté de la muerte en todos los casos.
En conjunto, todos los indicadores de esta reaccion anti-inflamatoria compensatoria

muestran una magnitud mucho menor que la respuesta inflamatoria sistémica, y no

alcanzan a compensarla o atenuarla.
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Figura 13: Contra-inflamacién sistémica caracterizada por un aumento de la
concentracion de las citoquinas antiinflamatorias TGF- B e IL-10 y de corticosterona
en sangre periférica de ratones portadores del tumor MC-C. Cada punto representa
la media + error estandar de 3-6 determinaciones. a: p < 0,05; b: p < 0,02; ¢c: p <
0,01.
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Figura 14: Respuesta contra-inflamatoria medida por la inversa del numero de PMN
infiltrantes en la cavidad peritoneal luego de la inoculacion i.p. de tioglicolato en
ratones portadores de tumor MC-C de diferentes tamafnos. Cada punto representa la
media * error estandar de 3-4 ratones. a: p < 0,05 respecto del control.

Conclusion parcial

El analisis de la inflamacion sistémica generada por el crecimiento de cuatro
tumores murinos de diferente estirpe histologica, origen y grado de
inmunogenicidad y por el de un tumor humano creciendo en ratones nude,
sugiere que este fenomeno, podria ser un componente muy importante de la
patologia neoplasica. En efecto, en todos los casos, se encontraron 2 picos de
inflamacion sistémica evidenciados por un aumento de la concentracion sérica
de citoquinas pro-inflamatorias y proteinas de fase aguda y por un incremento
del numero de PMN y de precursores mieloides en diferentes estadios de
diferenciacion (MDSC). El primer pico fue pequeno y transitorio, mientras que
el 2° fue observado cuando el volumen de los diferentes tumores fue mayor
que 500 mm?® coincidente con el inicio del crecimiento exponencial de cada
tumor. Este segundo pico de inflamacion sistémica fue significativamente mas
prominente que el primero y su intensidad aumento en relacion directa con el
incremento de la masa tumoral y sus manifestaciones perduraron bastante
tiempo después de la extirpacion quirurgica del tumor. Cuando se comparo la
magnitud de inflamacion sistémica generada por cada tumor y su agresividad,
sorpresivamente, se observo una correlacion directa entre ambas variables. En
contraste, no se observo correlacion entre agresividad tumoral y capacidad de
generar metastasis. Esto indica que, al menos en nuestra serie de tumores, la
capacidad de generar una potente respuesta inflamatoria sistémica es mas
predictiva de progresion tumoral, que la propia capacidad de generar
metastasis. Confirmando el proceso sistémico, se observaron multiples danos
e infiltrado leucocitario en diferentes érganos compatibles con disminucion de
funcion normal, asociada a la inflamacion sistémica inducida por cada tumor.
La correlacion hallada entre la concentracion de citoquinas pro-inflamatorias
en la zona tumoral y en circulacion, sugiere que la inflamacion sistémica tiene
su origen en el propio tumor. Por otro lado, esta condicion inflamatoria
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sistémica fue acompanada por una contra-inflamacion sistémica caracterizada
por un aumento de la concentracion sérica de TGF-B, IL-10 y corticosterona.
Sin embargo, la magnitud de esta reaccion fue modesta y/o transitoria, y no

alcanzo para compensar la creciente inflamacion sistémica generada por el
tumor.
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Capitulo 2:

La inflamacion sistémica promueve el crecimiento
tumoral
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Como vimos en el capitulo anterior, la inflamacién sistémica asociada al crecimiento
tumoral podria afectar dramaticamente la salud de los organismos portadores de
tumor a través de la generacién de fallas multiorganicas o podria convertir al
organismo en un blanco mas sensible para traumas o infecciones como fue
demostrado por la extrema sensibilidad que exhibieron los ratones portadores de
tumor a la inoculacién con LPS. En este capitulo estudiaremos otro potencial efecto
deletéreo de la inflamacién sistémica, a saber, si la inflamacién sistémica generada
por cada tumor, puede exacerbar el propio crecimiento tumoral, estableciendo un
circuito de retroalimentacién positiva entre ambos. Con el objetivo de demostrar esta
proposicion, compararemos el crecimiento de cada tumor en ratones no tratados con
el observado en ratones que recibieron tratamientos antiinflamatorios (2.1) y en
ratones que recibieron un tratamiento pro-inflamatorio (2.2).

2.1 Efectos de tratamientos antiinflamatorios sobre el crecimiento tumoral.

En primer lugar, se atenué el estado de inflamacion sistémica asociado al
crecimiento de los tumores LB, MC-C, CEIl, C7HI y PC3 mediante la inoculacion
periddica por via i.p. de indometacina (Figura 15). El resultado de este tratamiento
antiinflamatorio fue, en todos los casos, una disminucion significativa del crecimiento
tumoral, comparado con ratones controles que solo recibieron solucién fisiolégica
(Figura 16). Para confirmar este hecho utilizando otras sustancias antiinflamatorias,
comparamos el crecimiento del tumor MC-C (tomado como ejemplo representativo)
en ratones que recibieron los siguientes tratamientos antiinflamatorios en forma
periddica: dexametasona (dosis no inmunosupresora), indometacina +
dexametasona, acido nordihidroguayarético sélo o en combinacién con
indometacina, prometazina, clorpromozina, fenidona, L-NAME vy losartan. En todos
los casos se observd una disminucidn del crecimiento tumoral en aquellos ratones
que habian recibido el tratamiento antiinflamatorio, aunque la magnitud de este
efecto vari6 en cada caso particular (datos no mostrados). El tratamiento
antiinflamatorio mas efectivo para reducir conjuntamente el crecimiento tumoral, la
inflamacion sistémica y la caquexia, fue la combinacion periédica y alternada durante
todo el crecimiento tumoral, de la combinacién de indometacina y dexametasona por

via i.p. (Figura 17). El nivel de caquexia fue evaluado por disminucién del peso del
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raton, atribuible a pérdida de masa muscular [peso total - peso del tumor] (los
valores se muestran en la Figura 17) y por disminucion de la ingesta calérica (datos
no mostrados).

La afirmacion de que el efecto inhibitorio de las sustancias antiinflamatorias sobre el
crecimiento tumoral fue directamente relacionado a la inhibicién de la reaccion
inflamatoria asociada al tumor es sugerida por 2 hechos. Primero, ninguna de estas
sustancias inhibe la proliferacion in vitro de las células tumorales. Segundo, Hay una
buena correlacidén entre los efectos anti-tumorales de diferentes concentraciones de
estas drogas antiinflamatorias y la magnitud de la inhibicién de la inflamacién

sistémica (datos no mostrados).
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Figura 15: Efecto de una sola dosis de indometacina (0,5 mg/kg ratén) via i.p. sobre
los pardmetros de inflamacién sistémica (lineas negras) asociada al tumor MC-C
(tomado como ejemplo representativo). Las lineas en color azul representan los
valores observados luego del tratamiento con indometacina. El tratamiento con
dexametasona dio resultados parecidos; no se muestran por razones de simplicidad.
Cada punto representa la media £+ ES de 2-4 determinaciones de citoquinas y
proteinas de fase aguda y la media + ES de 3-10 determinaciones de conteo de
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PMN. Comparacién entre grupo control y el grupo con el tratamiento son: 1 p < 0,05,
2p<0,01,3p<0,001.
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Figura 16: Cinética de los diferentes tumores en ratones tratados con indometacina
(Indo) o con solucién fisioldgica (S.F.; Control). La Indo fue inoculada i.p. cada 3 dias
después del indculo tumoral con 5x10° células para los tumores murinos (LB, n = 20;
MC-C, n = 18; CEl, n = 14; y C7HI, n = 13) y 3x10° para el tumor humano (PC3, n =
3) (dia 0). a: p < 0,05;b: p<0,02;c:p<0,01;d: p<0,001.
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Figura 17: Cinética tumoral, inflamacién sistémica (evaluada por N° de PMN
circulantes) y caquexia (evaluada por pérdida de peso) en ratones portadores de
tumores que recibieron S.F. (Control; n = 15) o un tratamiento antiinflamatorio
periédico combinado de Indometacina (Indo) y dexametasona (DX) durante todo el
crecimiento del tumor MC-C (Indo + DX; n = 16). a: p < 0,05; b: p < 0,02; ¢: p < 0,01
y d: p < 0,001.

2.2 Efectos de un tratamiento pro-inflamatorio sobre el crecimiento tumoral.

Para evaluar esta posibilidad, generamos deliberadamente, una condicion de
inflamacion sistémica que dura al menos 5 dias (demostrada por SAA y PMN
circulantes [Figura 18]), mediante la inoculacién de dos dosis i.p. de tioglicolato,
llevadas a cabo 2 y 1 dia antes de la inoculacién de los tumores LB, MC-C, CEl,

C7HI y PC3. El crecimiento de los diferentes tumores fue acelerado bajo el
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tratamiento con tioglicolato, y este efecto fue prevenido cuando indometacina fue co-
inoculada con tioglicolato (Figura 19). Para determinar si un efecto pro-inflamatorio
podia exacerbar, no solo el implante tumoral, sino un tumor ya establecido (como se
supone que exacerba el crecimiento tumoral la propia inflamacion sistémica
generada por el tumor), evaluamos el crecimiento del tumor MC-C en ratones
controles y en aquellos que recibieron una dosis i.p. de tioglicolato 10 dias después
de la inoculacién tumoral, cuando el 1° pico de inflamacién sistémica generado por el
tumor habia decaido y el 2° pico no era aun manifiesto. Como se muestra en la
Figura 20, el tratamiento con tioglicolato exacerb6 el crecimiento del tumor MC-C
previamente establecido.

4007a SAA 607 b PMN

300 507

-
200 40

de PMN

%

100 30

Concentracion de SAA

o 20 T T T T 1

Tiempo post-inoculacion de TG Tiempo post-inoculacién de TG

Figura 18: Una condicion experimental de inflamacién sistémica fue generada por
una sola dosis de 1 ml de tioglicolato (TG) i.p. evidenciada tanto, por un aumento en
la concentraciéon sérica de SAA (A) como del porcentaje de PMN circulantes (B).
Cada punto representa la media + error estandar de 2-5 determinaciones; a: p <
0,05; b: p < 0,01 respecto del control.
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Figura 19: Cinética de los diferentes tumores en ratones tratados con tioglicolato
(TG) o con solucién fisiolégica (S.F.; Control). EI TG fue inoculado dos veces i.p.
antes del in6culo tumoral con 5x10° células para los tumores murinos (LB, n = 18;
MC-C, n = 18; CEl, n = 12; y C7HI, n = 12) y 3x108 para el tumor humano (PC3, n =
3) (dia 0). En todos los casos el crecimiento tumoral fue acelerado bajo el
tratamiento con TG, y este efecto fue prevenido cuando indometacina fue co-
inoculada con TG en los ratones portadores del tumor MC-C (Indo + TG, n = 6). a: p
< 0,05;b: p<0,02; c: p<0,01.
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Figura 20: Una condicion experimental de inflamacion sistéemica fue generada por
una sola inoculacién i.p. de 1 ml de tioglicolato (TG; flecha; n = 13) 10 dias después
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de la inoculacion s.c. de 5x10° células del tumor MC-C al tiempo cuando el primer
pico de inflamacion sistémica habia decaido y el 2° pico asociado con el crecimiento
exponencial del tumor MC-C todavia no era aparente. El crecimiento tumoral fue
acelerado bajo el tratamiento con TG, y este efecto fue prevenido cuando
indometacina fue co-inoculada con TG (Indo + TG, n = 6). a: p < 0,01 respecto del
control.

2.3 Mecanismos moleculares asociados al efecto promotor de la inflamacién

sistémica sobre el crecimiento tumoral.

En este Capitulo hemos demostrado que la inflamacion sistémica puede exacerbar
el crecimiento tumoral tanto de tumores inmunogénicos como no inmunogénicos. En
este Item exploraremos posibles mecanismos moleculares de este efecto
exacerbante, utilizando los tumores murinos MC-C y LB, elegidos como ejemplos de
tumores inmunogénicos y no inmunogénicos, respectivamente, y ratones knock out
para el receptor TLR-4, sobre la base de que la activacién de este receptor, a través
de las vias de senalizacion P38 y JNK MAPK, ha sido postulada como un evento
importante en la inflamacién asociada a carcinogénesis (Lee et al 2010). Como se
muestra en la Figura 21, el crecimiento tumoral, esta dramaticamente disminuido en
estos ratones, que a su vez muestran marcadores de inflamacion sistémica muy
reducidos respecto de ratones convencionales y exhiben un retardo significativo en
la apariciéon de los signos de caquexia. Esto sugiere que la inflamacién sistémica
mediaria, al menos en parte, su efecto promotor del crecimiento tumoral, comudn
sobre tumores inmunogénicos y no inmunogénicos, a través de la via de

senalizacion del TLR-4.
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Figura 21: Cinética de los tumores LB (A) y MC-C (B) creciendo en ratones
convencionales (Control, n = 5) o en ratones knock out para TLR-4 (TLR-4-, n = 5).
Inflamacion sistémica (C) y nivel de caquexia (D) en los ratones convencionales y
knock out portadores del tumor MC-C. a: p < 0,01; b: p < 0,001.

Conclusién parcial

El tratamiento antiinflamatorio con indometacina, bajo todos los parametros de
inflamacion sistémica y retardo el crecimiento de todos los tumores
analizados. Resultados similares fueron obtenidos utilizando una gran
variedad de sustancias antiinflamatorias. En efecto, en todos los casos se
observo una disminucion del crecimiento tumoral en aquellos ratones que
habian recibido el tratamiento antiinflamatorio, aunque la magnitud de este
efecto vario en cada caso particular. El tratamiento mas efectivo fue la
combinacion alternada y periodica con indometacina y dexametasona por via
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i.p. durante todo el crecimiento tumoral. Este tratamiento ademas redujo la
respuesta inflamatoria sistémica y Ila caquexia por mas tiempo.
Reciprocamente, la actividad irritativa del tioglicolato inoculado por via i.p.,
genero una condicion inflamatoria sistémica que produjo una aceleracion
significativa del crecimiento de estos tumores ya sea cuando el tioglicolato fue
inoculado antes de la implantacion tumoral, como cuando los tumores ya
estaban establecidos. Cuando esta inflamacion exogena fue prevenida por la
inoculacion de indometacina, se bloqued la capacidad estimulatoria de
tioglicolato. Los resultados anteriores junto con los estudios en ratones knock
out para TLR-4, sugieren que la inflamacion sistémica generada por cada
tumor, exacerba a su vez, el propio crecimiento tumoral, tanto de tumores
inmunogénicos como no inmunogénicos, a través de vias de senalizacion
dependientes de la activacion del receptor TLR-4.
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Capitulo 3:

Influencia de la inflamacion sistémica sobre la

inmunidad anti-tumoral
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En el Capitulo anterior mostramos que la inflamacién sistémica generada por cada
tumor, promueve el propio crecimiento tumoral, sobre la base de que agentes que
inhibian la inflamacion sistémica retardaban el crecimiento tumoral mientras que
agentes que generaban inflamacion sistémica lo exacerbaban. Dado que estos
efectos se observaron tanto sobre tumores inmunogénicos como no inmunogénicos,
es plausible que mecanismos no inmunolégicos comunes a todos los tumores, estén
en la base de estos efectos. Ademas, es también posible que para el caso de
tumores inmunogénicos, mecanismos de inmunodepresion inducidos por la
inflamacion sistémica, puedan participar del efecto promotor de ésta sobre el
crecimiento tumoral. En este Capitulo, para evaluar esta posibilidad, utilizamos el
tumor murino inmunogénico MC-C, cuyas caracteristicas histologicas y cinética de
crecimiento fueron ya descriptas en el Capitulo 1.

3.1 Caracteristicas de la inmunogenicidad del tumor MC-C .

La inmunogenicidad del tumor MC-C fue evaluada mediante la realizacion de
diferentes estrategias activas de inmunizacion: implantacién y extirpacion del tumor,
pre-tratamiento con dosis subletales de células tumorales y pre-tratamiento con
células tumorales irradiadas. El proposito de estas técnicas es impedir el crecimiento
de un futuro implante de células tumorales vivas de MC-C. Se midi6 la dosis tumoral
50 (DTso0) (definida como el numero de células tumorales inoculadas s.c. capaces de
crecer en el 50% de los ratones) tanto en ratones inmunizados como en ratones
controles. En la Tabla 1 se muestran los resultados de los distintos ensayos de
inmunizacion, que revelaron que el tumor MC-C es fuertemente inmunogénico dado
que los diferentes métodos de vacunacion empleados fueron capaces de impedir el
desarrollo de implantes de MC-C, incluso cuando el numero de células tumorales

implantadas fue muy alto (5x10° células).
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Tabla 1: Inmunogenicidad del fiborosarcoma murino MC-C expresado como aumento
de la DTso en ratones pre-tratados con diferentes procedimientos de inmunizacion
respecto de la DTso observada en ratones controles.

DTso

Ensayos de inmunizacion DTso (n)? A
tratados/control

Estrategias de vacunacion

-Implantacién-extirpacion > 5x10° (4)* > 100
-Células irradiadas con rayos X > 5x10° (4)* > 100
-Dosis sub-letales > 5x10° (4)* > 100
Control 5x10* (6) 1

a: DTso: Numero de células tumorales inoculadas s.c. capaces de crecer en el 50%
de los ratones; (n)= numero de experimentos; en cada experimento hubo 12-24
ratones controles y 12-24 ratones que recibieron el procedimiento de inmunizacion,
que luego fueron desafiados con diferentes dosis s.c. de células tumorales MC-C,
con lo cual se calculd la DTso en cada caso. El error estandar (ES) nunca excedio el
10% del valor medio.

b: Relacion o cociente entre: DTso del grupo tratado/ D Tso del grupo control

*: p< 0,001 comparado con el control

3.2 Inicio y decaimiento de la inmunidad anti-tumoral durante el crecimiento
progresivo del tumor MC-C.

Al comienzo de su crecimiento (iniciado por la inoculacién s.c. de 5x10° células
tumorales), el tumor MC-C genera una respuesta inmune anti-tumoral que se
incrementa progresivamente durante las primeras dos semanas después de su
inoculacion. Posteriormente, cuando el tumor supera aproximadamente los 500 mm?
esta respuesta inmune desaparece bruscamente, y entra en una etapa de
inmunosupresion conocida como “eclipse inmunoldgico” (Figura 22) coincidente con

el 22 pico de inflamacion sistémica.

Esta inmunidad anti-tumoral que se desarrolla durante el crecimiento del tumor MC-

C fue evaluada usando diferentes ensayos:

» Capacidad de un ratén portador de tumor de inhibir el crecimiento de un segundo
implante (Inmunidad Concomitante, Figura 22A).
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» Habilidad de células esplénicas para contrarrestar la capacidad tumorigénica de
células tumorales cuando las células esplénicas son mezcladas con células
tumorales in vitro y luego inoculadas en ratones normales (Test de Winn, Figura
22B).

» Habilidad de células esplénicas para matar especificamente a células tumorales
marcadas con °'Cr in vitro. (Citotoxicidad mediada por células, Figura 22C).

Como se observa en la Figura 22, cada uno de los parametros anteriores, se
expresa y luego decae después de que el tumor ha superado los 500 mm?3
aproximadamente. La temprana y transitoria respuesta anti-tumoral demostré ser
especifica de tumor y fue observada en ratones eutimicos pero no en nude (Franco
et al. 1996) lo cual significa que es un mecanismo dependiente de células T.

A) Inmunidad concomitante B) Test de Winn C) Citotoxicidad mediada
por células
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Figura 22: A) Inmunidad concomitante: expresada como la DTso de un tumor
secundario MC-C en ratones portadores de tumor MC-C/DTso en animales controles.
El eje de abscisa indica el volumen del tumor primario al momento del desafio del
tumor secundario. Cada punto representa la media + ES de 5 experimentos. a: p <
0,002 comparado con ratones controles y ratones portadores de tumor MC-C de
1500 y 2000 mm?3; p < 0,05 comparados con ratones portadores de tumor MC-C de
800 mm?3. b: p < 0,001 comparado con ratones controles y ratones portadores de
tumor MC-C de 800, 1500 y 2000 mm?; p < 0,02 y p < 0,05 comparados con ratones
portadores de tumor MC-C de 600 mm?® y 100 mm?3, respectivamente. B) Test de
Winn: 50x108 células esplénicas de ratones normales o de ratones portadores de
tumor de diferente tamafio fueron mezclados in vitro con 5x10° células tumorales
MC-C vy luego la mezcla inoculada s.c. en ratones naive. Cada barra representa la
media + ES de 5 experimentos. a: p < 0,001 comparado con ratones controles y
ratones portadores de tumor MC-C de 1500 y > 2000 mm?3. b: p < 0,001 comparado
con ratones controles y ratones portadores de tumor MC-C de 1500 y > 2000 mm?; p
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< 0,002 y p < 0,01 comparado con ratones portadores de tumor MC-C de 300 mm3y
800 mm?3, respectivamente. C) Citotoxicidad mediada por células. Se midi6 la
actividad citotoxica de 2x10° células esplénicas de ratones normales o ratones
portadores de tumor de diferente tamafio sobre 2x10* células tumorales marcadas
con 51Cr. Cada barra representa la media + ES de 4 experimentos. a: p < 0,01
comparado con ratones controles y ratones portadores de tumor MC-C de > 2000
mm3. b: p < 0,001 comparado con ratones controles y ratones portadores de tumor
MC-C de > 2000 mm?y p < 0,05 comparado con ratones portadores de tumor MC-C
de 100 y 800 mm3,

3.3 Ciclos de inmunogenicidad-inmunosupresion durante diferentes pasajes
s.c. del tumor MC-C.

Para determinar si esta inmunosupresion asociada al crecimiento de MC-C era
resultado de inmunoedicidbn o inmunomodulacion, realizamos el estudio de la
inmunogenicidad comparando la respuesta inmune anti-tumoral obtenida en el
pasaje 5 con aquella obtenida en el pasaje 20 utilizando los mismos métodos
descriptos en 3.1. Como se ve en la Tabla 2, no hay diferencias significativas en la
inmunizacion de tumores provenientes del pasaje 5 vs aquella obtenida del pasaje
20, demostrando que la capacidad del tumor MC-C de generar una respuesta
inmune anti-tumoral no se pierde a lo largo de varios pasajes. Es de hacer notar que
los pasajes sucesivos de tumor en ratones singeneicos se realizan habitualmente
con fragmentos o células provenientes de tumores grandes mayores a 2000 mm?
(donde una fuerte inmunosupresién era generada). Por lo tanto, si hubiera habido
inmunoedicion y la respuesta inmune hubiera “esculpido” el perfil del tumor que tiene
> 2000 mm?3, se habrian seleccionado variantes no inmunogénicas, en estos tumores
grandes, y el rasgo “inmunogenicidad” se hubiera perdido ya en el 1° pasaje. Es
evidente que esto no ha ocurrido, ya que como se muestra en la tabla 2, se detecta
el mismo tenor de inmunogenicidad en los pasajes 5 y 20. Idéntico resultado se
obtuvo cuando los sucesivos pasajes se hicieron con fragmentos o células
provenientes de tumores < de 500 mm3, es decir, con tumores de ratones que no
habian entrado todavia en el estadio de inmunosupresion. Confirmando las
conclusiones anteriores, la expresidén de MHC-I, cuya regulacién negativa ha sido
postulada como un importante mecanismo de escape tumoral, es igual, tanto en
tumores menores de 500 mm3, como en mayores a 2000 mm? (Figura 23A).

Asimismo, tampoco hubo diferencias significativas cuando se analiz6 la citotoxicidad
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tanto in vitro como in vivo, de esplenocitos inmunes, sobre células tumorales
provenientes de tumores pequefos (< 500 mm?3) o grandes (2000 mm?) (Figura 23B-
C). Esto demuestra que esta caida en la inmunidad anti-tumoral no se debe a un
cambio intrinseco de las células tumorales que “downregulan” MHC-| o esconden o
cambian antigenos y en consecuencia dejan de ser reconocidas por el sistema
inmune (teoria de la inmunoedicion), sino por el contrario, se trata de una activa
inhibiciéon de los mecanismos inductores y/o efectores de la respuesta inmune anti-
tumoral montada en cada nuevo pasaje del tumor MC-C, debido a la presencia del

tumor (inmunomodulacion).

Tabla 2: Inmunogenicidad del fiborosarcoma murino MC-C proveniente de diferentes
pasajes, expresado como aumento de la DTso en ratones pre-tratados con diferentes
procedimientos de inmunizacion respecto de la DTso observada en ratones controles.

Tumor de pasaje 5 Tumor de pasaje 20
pasaj
DTso DTso
ifr:s?1¥:s (ij’en DTso (n)? tratados/ DTso (n)? tratados/
unizacio control® control®
gzgi':igfc'on y > 5x108 (4)° > 100 > 5x108 (4)° > 100
gg‘:‘fmsg‘rb'eta'es > 5x108 (4)° >100 > 5x108 (4)° > 100
Células tumorales
irradiadas con > 5x10°8 (4)° > 100 > 5x108 (4)° > 100
rayos X
Control 5x10% (6) 1 5x10% (6) 1

Tumor de pasaje 20 (2000 mm?®): tumor obtenido luego de 20 pasajes provenientes
de tumores de 2000 mm?.

a: DTso: Numero de células tumorales inoculadas s.c. capaces de crecer en el 50%
de los ratones; (n)= numero de experimentos; en cada experimento hubo 10-20
ratones controles y 10-20 ratones que recibieron el procedimiento de inmunizacion,
que luego fueron desafiados con diferentes dosis s.c. de células tumorales MCC,
con lo cual se calculé la DTso en cada caso. El error estandar (ES) nunca excedio el
10% del valor medio.

b: Relacion o cociente entre: DTso del grupo tratado/ D Tso del grupo control

¢: p< 0,001 comparado con el control.
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Figura 23: A) Expresion de MHC-I en tumores pequefios (< 500 mm?3) y en tumores
grandes (2000 mm3). Histograma representativo de 3 experimentos independientes.
B) Lisis especifica producida por esplenocitos inmunes contra MC-C sobre células
tumorales provenientes de tumores pequefios (< 500 mm?3) y de tumores grandes
(2000 mm?). Cada barra representa la media + error estandar de 3 experimentos
independientes. C) Inmunidad concomitante generada por un tumor primario
pequefio (< 500 mm?®) contra desafios secundarios realizados con 5x10° células
provenientes de tumores pequefios (Tumor < 500 mm?3; n = 7) o de tumores grandes
(Tumor 2000 mm?3; n = 10). Se grafica el crecimiento de los tumores 2°y de tumores
controles (inoculados en ratones no portadores de tumores primarios). P: N.S. entre
Tumor pequeio vs Tumor grande.
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3.4 _El tratamiento antiinflamatorio revierte parcialmente la_inmunosupresion

generada por el tumor MC-C.

Como se demostré previamente, la inmunosupresién llamada histéricamente “eclipse
inmunolégico” (Gorelik et al 1983), es debida a una alteracion de la respuesta
inmune anti-tumoral y una clara asociacion entre el 2° pico de inflamacion sistémica

y el eclipse inmunoldgico es sugerida por los siguientes hechos: En primer lugar, la

correlacion _temporal entre ambos fendmenos. En este sentido, la concentracion

sérica de IFN-y, que es una citoquina asociada a la respuesta inmune adaptativa, a

excepcion de los otros parametros inflamatorios, baja rapidamente después del pico

al dia 15, coincidente con la inmunosupresion (Figura 24). En segundo lugar, la
dramatica _expansion de MDSC observada durante el crecimiento de MC-C v la

disminucién de CD en bazo (al menos en parte, por la incapacidad de precursores

mieloides de diferenciarse a CDs; [capitulo 1]) (Figura 25). Esto indudablemente
deteriora la capacidad del animal portador del tumor para mantener una efectiva
respuesta inmune antitumoral. Asimismo, las células MDSC parecen ejercer, segun
datos de diversos laboratorios, un significativo efecto inmunosupresor a través de la
inhibiciobn de células CD8 citotoxicas, la induccion de Treg y también como
consecuencia de su habilidad para diferenciarse en TAM (macréfagos

inmunosupresores asociados al tumor). En tercer lugar, la inhibicion de la

proliferacion de esplenocitos inmunes contra el tumor MC-C incubados con

antigenos tumorales por co-cultivo con suero de ratones portadores de tumores MC-

C grandes, que mostraban una alta concentracién de citoquinas pro-inflamatorias y
proteinas de fase aguda, pero no con suero normal o suero de ratones portadores de
tumores MC-C pequenios (Tabla 3).

De hecho, el tratamiento de los ratones portadores de tumor MC-C grande (1500
mm?3), con una sola dosis de DX, por la ruta i.p., redujo significativamente los
parametros de inflamacion sistémica y el nimero de MDSC, mientras que aumento
el numero de las células dendriticas esplénicas (Figura 25) y revirtio el efecto
inhibitorio del suero de ratones portadores de tumor sobre la proliferacion de
esplenocitos (Tabla 3); Los efectos maximos fueron observados al dia 3 y
continuaron hasta el dia 7 después del tratamiento.
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Figura 24: Cinética de la concentracion sérica de IFN-y, donde muestra dos picos
coincidentes con la inflamacion sistémica, aunque baja rapidamente después del
pico del dia 15, coincidente con la inmunosupresiéon. Cada punto representa la
media * error estandar de 5 determinaciones. a: p < 0,05; b: p < 0,01.
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Figura 25: Porcentaje de las poblaciones esplénicas de células dendriticas y
mieloides inmaduras (MDSC) obtenidas de ratones normales (Control), ratones con
tumor pequefo (volumen < 500mm3; T < 500), ratones con tumor grande (volumen
1500 mm3; T 1500) y ratones con tumor grande en donde 3 dias antes de la
extraccion del bazo se les aplico un dosis de dexametasona (T 1500 + DX). Los
resultados representan la media * error estdndar de 4 experimentos independientes.
La estadistica se realizé comparando los ratones normales vs los portadores de
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tumor grande, y los de tumor grande vs. el grupo de ratones que recibi6
dexametasona. a=p < 0,001 ya =p < 0,01.

Tabla 3. Efecto del seo de ratones portadores de tumoM€-C grandes sobre la
proliferacion in vitro de esplenocitos inmunes activados caddis tumorales.

Toma de 3[H] timidina por esplenocitos (c.p.m. £ $.e.)

Dilucion de sero MC-C 1500 Normal MC-C 1500 MC-C 1500 Medio solo
final mm? mmé+ DX -3 mme+ DX -7
22117 £981
1:2 3757 + 749 8507 + 730 10389 + 213 3107 + 217
1:4 6072 + 69% 13688 + 1267 14543 +1324 4567 + 234
18 9707 £ 1014 15048 £ 1219 14340 £ 677 11245 +100%
1:16 10184 + 784 15367 + 533 15485 + 1248 13034 + 1369
GlUsy/ml > 160 28.1 22.9 78.5

dCada vabr es la media de triplicados a sextuplicados excepto para el Medio(sslt?) y
para dilucion 1:2 dMC-C 1500 mmy MC-C 1500 mm + DX -3 (n=2)

%€ < 0,05 vs normal (misma dilucién) y p < 0,02 vs M@CE500 mni + DX-3 (misma
dilucién)

by < 0,001 vs normal MIC-C 1500 mm + DX-3

% < 0,05 vs normal y p < 0.01 vs MC41500 mni+ DX-3

9p < 0,001 vs normal y p < 0.05 vs MC-C 1500 fanDX-3

® < 0,001 vs normal WIC-C 1500 mm + DX-3

p < 0,01 vs normal C-C 1500 mni + DX-3

9 < 0,05 vs MC-C 1500 miw DX-3

El eclipse inmunolégico se evidencia por un pérdida de inmunidad concomitante que
se observa cuando se inocula un desafio tumoral secundario a ratones portadores
de tumores grandes (1500 mm?; grupo Eclipse), y este desafio crece en forma
similar a tumores controles (grupo control). Considerando los experimentos
anteriores, evaluamos si un tratamiento antiinflamatorio es capaz de revertir ese
eclipse inmunolégico. Cuando se inoculé indometacina (grupo Eclipse + Indo) o
dexametasona (grupo Eclipse + DX) antes del implante del tumor secundario a
ratones portadores de tumores grandes (1500 mm?®) se produjo una significativa
restauracion de la inmunidad concomitante, evidenciada por la inhibicion parcial del
tumor secundario (Figura 26). En el grupo Pre-eclipse (desafio secundario a ratones
portadores de tumor MC-C de menos de 500 mm?), se observa una respuesta
inmune anti-tumoral evidenciada por la capacidad de inhibir especificamente el
crecimiento de un implante tumoral secundario (grupo Pre-eclipse).
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Figura 26: Reversion del eclipse inmunoldgico por tratamientos antiinflamatorios.
Crecimiento de un implante secundario de tumor MC-C (5x10° células) realizado en
el flanco izquierdo (F.l.) de ratones portadores de tumor MC-C primario (en flanco
derecho; F.D.) de 1500 mm?3, que recibieron solucion fisiologica (S.F.; Eclipse; n =
11), indometacina (Eclipse + Indo; n = 10) o dexametasona (Eclipse + DX; n = 13) 3
dias antes del in6culo tumoral. Como control positivo, se analiz6 el crecimiento de un
implante tumoral en F.I. en ratones no portadores de tumor primario que recibieron
S.F. (Control; n = 15) o dexametasona (Control + DX; n = 10) 3 dias antes del
inéculo tumoral. Como control positivo de inhibicion tumoral por inmunidad
concomitante se mididé el crecimiento de un implante tumoral en F.l. en ratones
portadores de un tumor primario (en F.D.) de menos de 500 mm? (Pre-eclipse; n =
7). Comparacion de Eclipse + DX con los otros grupos: Dia 16: p < 0,001 vs todos
los otros grupos. Dia 20 p < 0,01 vs Control y p < 0,002 vs Control + DXy vs Eclipse.
Dia 16 y 20 p < 0,05 Eclipse + Indo vs Control.

3.5 Una condicién experimental de inflamacién sistémica bloquea la respuesta

inmune anti-tumoral.

En el Item 3.4 demostramos que el estado de inmunosupresién observado en
ratones portadores de MC-C que superaban los 500 mm?3, era parcialmente
revertido, utilizando un tratamiento antiinflamatorio, lo que sugirié que la inflamacion

sistémica generaba el estado de inmunosupresion. En este Item evaluaremos la
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proposiciébn reciproca, a saber, si una condicién inflamatoria sistémica,
deliberadamente creada con un agente externo, puede disminuir la respuesta
inmune anti-tumoral. Con este objetivo, se inocul6 tioglicolato i.p. en ratones
portadores de tumores MC-C pequefios (< 500 mm?3), que generan inmunidad
concomitante contra implantes de tumor secundarios y en ratones inmunizados con
células irradiadas (inmunidad convencional o sinecomitante) (Figura 27). La
inmunidad antitumoral, generada tanto por el tumor primario pequefio (Figura 27A)
como, por la pre-inmunizacion con células tumorales irradiadas (Figura 27B) fue
bloqueada por la inoculacion sistémica de tioglicolato. En ambos casos, esta
inmunidad fue restaurada cuando indometacina fue inoculada junto con tioglicolato
(Figura 27).

Inmunidad concom itante 700 Inmunidad sinecom itante
250 9

2009
150 4
100

501

3

Volumen tumoral (mm ")
o

3

Volumen tumoral (mm )

0 T T T 1

0 5 10 15 20

Tiempo post-inoculacién deltumor MC-C secundario Tiempo post-inoculacién de MC-C

—=— Control =% TG + Indo —— TG —— Control - TG + Indo — TG
Figura 27: A) Cinética del tumor secundario MC-C (iniciado por 5x10° células) en
ratones tratados con tioglicolato (TG, n = 15), o con solucion fisioldgica (S.F.;
Control, n = 16). El tumor secundario y el TG fueron inoculados 10 dias después (dia
0) del implante del tumor primario (cuando este tenia menos de 500 mm?d). B)
Cinética del tumor MC-C en ratones inmunizados con células tumorales irradiadas y
tratados con tioglicolato (TG, n = 16) o con solucién fisiologica (Control, n = 13). 3-
4x10° células tumorales irradiadas fueron inoculadas 14 (dia -14) y 7 dias antes (dia
-7) y el TG fue inoculado 2 dias (dia -2) y 1 dia antes (dia -1) del inéculo tumoral (dia
0). a: p < 0,05; b: p<0,02; c: p<0,01 respecto del control.

Conclusién parcial

El fibrosarcoma MC-C es un tumor fuertemente inmunogénico, ya que en 1%

lugar, puede vacunarse preventivamente contra él, y en 22 lugar, porque
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despierta una respuesta inmune anti-tumoral durante las primeras etapas de
su crecimiento. Esta inmunidad comienza a desaparecer cuando el tumor
supera los 500 mm?, e ingresa en una etapa de inmunosupresion anti-tumoral
conocida historicamente como “eclipse inmunoldgico” que coincide
cronolégicamente con el 22 pico de inflamacion sistémica. Los resultados
obtenidos en este capitulo demuestran que la inmunosupresion inducida por
MC-C, no se debe a un cambio intrinseco de la célula tumoral (inmunoedicion),
sino a la alteracion de la respuesta inmune del hospedador en cada nuevo
pasaje inducida por la presencia del tumor (inmunomodulacion). La atenuacion
de la inflamacién sistémica en ratones portadores de tumor de 1500 mm?®
revirtio parcialmente la inmunosupresion, lo que se demostro por la
restauracion de la capacidad de estos ratones para inhibir un implante tumoral
secundario. En contraposicion, la inoculacion de un agente pro-inflamatorio
(tioglicolato) bloqued parcialmente la inmunidad anti-tumoral, tanto la montada
durante el crecimiento tumoral (inmunidad concomitante), como la generada
por vacunacion con células tumorales irradiadas (inmunidad convencional o
sinecomitante). Estos resultados sugieren que para el caso de tumores
inmunogénicos, mecanismos de inmunosupresion inducidos por Ila
inflamacion sistémica, que le permitirian al tumor evadir la respuesta inmune
originalmente dirigida contra él, también participarian del efecto promotor de

ésta, sobre el crecimiento tumoral.
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Capitulo 4:

La inhibicion de la inflamacion sistémica mejora la

efectividad de las terapias convencionales
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Dado que la inflamacion sistémica contribuye significativamente a la patologia
asociada al crecimiento del tumor, puede predecirse que si en lugar de atacar solo a
la célula maligna, también se atacara a la inflamacién sistémica, disminuyendo la
inmunosupresion y los dafos multiorganicos asociados a esa condicién, los
individuos portadores de tumor podrian ser menos sensibles a los efectos
secundarios de la cirugia, radio y quimioterapia, obteniendo mejores resultados con
terapias convencionales contra el cancer. Con el objetivo de evaluar dicha
prediccion, hemos comparado el crecimiento de tumores MC-C en ratones que
fueron tratados con cirugia, radioterapia y quimioterapia con ratones portadores de
tumor que recibieron esos tratamientos junto con un esquema antiinflamatorio

sistémico.

Cirugia: La escision quirurgica del tumor MC-C es generalmente curativa cuando el
volumen tumoral es menor a 2000 mm?3. En contraste, cuando el tumor es = 2000
mm?3, la extirpacion del tumor es a menudo seguida por recurrencias locales
exhibiendo un mayor grado de malignidad que el tumor original. Para probar el
impacto de un tratamiento antiinflamatorio sobre el procedimiento quirdrgico (de otra
forma inefectivo), ratones portadores de tumores grandes (2886 + 114 mm?) fueron
divididos en dos grupos: en el primero, los tumores fueron sélo extirpados
quirargicamente; en el segundo grupo, los ratones recibieron un tratamiento
antiinflamatorio con indometacina y dexametasona 3 dias antes de la cirugia y una
vez por semana después de la cirugia hasta el final del experimento. Como se
muestra en la Figura 28A, el tratamiento antiinflamatorio no solo redujo
significativamente el numero de recurrencias de tumor (recidivas) y prolongé la
sobrevida de todos los ratones mas de 4 veces, sino que también redujo el
crecimiento y prolongdé la sobrevida de los ratones que exhibieron recidivas (Figura
28B-C). Cuando una sola dosis del tratamiento antiinflamatorio fue llevada a cabo
antes o después de la extirpacion, no se observd un efecto significativo (datos no
mostrados). La accion benéfica del tratamiento antiinflamatorio combinado con
cirugia, estaria asociado al hecho de que, como observamos en el Capitulo 1.4, los
parametros de inflamacién sistémica no desaparecen inmediatamente después de la
extirpacién del tumor, sino que permanecen relativamente elevados al menos
durante 2 semanas luego de la cirugia. Esta inflamacion sistémica remanente podria

naturalmente, ejercer efectos deletéreos sobre el organismo y promover el
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crecimiento de las eventuales recidivas, efectos que serian limitados por el
tratamiento antiinflamatorio.

Radioterapia: 2 grupos de ratones portadores del tumor MC-C de entre 200 a 300
mm? recibieron irradiacion local en la zona del tumor. Uno de estos grupos recibi6 un
tratamiento antiinflamatorio adicional con indometacina y dexametasona 2 veces por
semana comenzando 1 dia antes de la irradiacion (grupo Radio + Anti), mientras que
el otro grupo recibié solucién fisiolégica (grupo Radio). Un tercer grupo, lo
constituyeron ratones portadores de tumor que no recibieron ningun tratamiento
(grupo Control). Como se muestra en la Figura 29) el tratamiento antiinflamatorio
retardd el crecimiento tumoral y prolong6 la sobrevida de los ratones, con respecto
de los que habian recibido solo radioterapia. Naturalmente los ratones del grupo sin
tratar exhibieron un crecimiento tumoral mas acelerado y una menor sobrevida que
los ratones tratados.

Quimioterapia: Ratones portadores de tumor MC-C de entre 200-300 mm? fueron
divididos en 3 grupos. El 1° grupo no recibié tratamiento alguno (grupo Control). El
2° grupo recibi6é la droga quimioterapéutica vincristina (1mg/kg por peso de ratén)
por la via i.p., 1 vez por semana hasta el fin del experimento (grupo Quimio). El 3°
grupo recibié quimioterapia 1 vez a la semana, e indometacina y dexametasona 2
veces a la semana hasta el fin del experimento (grupo Quimio + Anti). Como se
muestra en la Figura 30, el tratamiento combinado, antiinflamatorio mas
quimioterapia retardé el crecimiento tumoral y prolongé la sobrevida de los ratones
con respecto a los que habian recibido solo quimioterapia. Naturalmente los ratones
del grupo sin tratar exhibieron un crecimiento tumoral mas acelerado y una menor

sobrevida que los ratones tratados.
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Figura 28: A) Sobrevida de todos los ratones portadores de tumor MC-C, tratados
s6lo con cirugia o con cirugia y un tratamiento antiinflamatorio. Los ratones que
permanecieron vivos hasta el fin del experimento no mostraron recidivas (4/29 para
el control y 11/19 para los ratones tratados con un tratamiento antiinflamatorio
adicional). B) Crecimiento de las recidivas luego de la escisién del tumor MC-C, en
ratones que recibieron S.F. (Recidivas Control, n = 24) y en ratones que recibieron
un tratamiento antiinflamatorio adicional (Recidivas + Anti, n = 8). C) Sobrevida de
los ratones que exhibieron recidivas. a: p < 0,02; b: p < 0,01. Sobrevida cirugia
control vs cirugia + Anti p < 0,0001 en ambos casos.
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Figura 29: A) Crecimiento del tumor MC-C en ratones controles (Control; n = 14), en
ratones que recibieron una irradiacion terapéutica en el area tumoral (Radio; n = 12)
0 en ratones que recibieron tanto la irradiacién como tratamiento antiinflamatorio
(Radio + Anti; n = 13); La flecha indica la radioterapia (dia 16). B) Sobrevida de estos
ratones. El crecimiento tumoral fue menor con el tratamiento antiinflamatorio. a: p <
0,01 respecto del control. Sobrevida Radio control vs Radio + Anti p < 0,05.

pd
ve)

)
[
o
=)
)

1

3

50

Volumen tumoral (mm
Porcentaje de sobrevida

! 0 T T T T 1
0 10 20 30 40 0 25 50 75 100 125
Dias postinoculacion de MC-C Dias postinoculacion de MC-C

== Control ¥ Quimio == Quimio + Anti == Control =% Quimio =®= Quimio + Anti

Figura 30: A) Crecimiento de MC-C en ratones controles (Control; n = 25), en
ratones tratados solamente con vincristina (Quimio; n =24) o en ratones tratados con
vincristina y un tratamiento antiinflamatorio (Quimio + Anti; n = 16); La flecha indica
la quimioterapia (dia 16). F) Sobrevida de estos ratones. El crecimiento tumoral fue
menor con el tratamiento antiinflamatorio. a: p < 0,05; b: p < 0,02; c: p < 0,01
respecto del control. Sobrevida Quimio Control vs Quimio + Anti p < 0,05.
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Conclusidn parcial

El tratamiento del fibrosarcoma MC-C con quimio y radioterapia produce una
esperable disminucion del crecimiento tumoral. Un tratamiento antiinflamatorio
anadido a estos protocolos convencionales mejoraron los resultados
terapéuticos de aquellos tratamientos, produciendo una inhibicion mas
profunda del crecimiento tumoral. Sin embargo el aumento de la sobrevida con
estos tratamientos solo fue moderado. En cambio un excelente resultado
terapéutico se obtuvo cuando un tratamiento antiinflamatorio complemento la
extirpacion quirurgica del tumor, logrando una dramatica reduccion del
numero de recidivas y un altamente significativo aumento de la sobrevida de
los ratones que exhibieron recidivas. Todo lo anterior significa que, la
atenuacion o eliminacion de la inflamacion sistémica asociada al crecimiento
tumoral puede hacer mas efectivas las terapias convencionales contra el
cancer
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Capitulo 5:

Limitaciones de los tratamientos antiinflamatorios
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5.1 Limitaciones de los tratamientos antiinflamatorios.

En los Capitulos anteriores hemos mostrado que la inflamacién sistémica observada
en ratones portadores de tumor era, en buena medida, el resultado de fendmenos
inflamatorios locales acaecidos en el area tumoral. Pero a su vez, nosotros también
mostramos, que la inflamacion sistémica era mucho mas deletérea que la
inflamacion local, ya que afectaba dramaticamente la salud de los organismos
portadores de tumor generando caquexia y fallas multiorganicas y promoviendo el
propio crecimiento tumoral, estableciendo un circuito de retroalimentacidon positivo
entre tumor e inflamacion sistémica. Muy significativamente hemos mostrado que, al
menos en nuestra serie de tumores, la inflamacién sistémica era un marcador mas
confiable de agresividad tumoral que la propia capacidad del tumor para generar
metastasis. Sin embargo, el beneficio de multiples tratamientos antiinflamatorios
para extender la sobrevida de los ratones portadores de tumor fue relativamente
modesto, ya sea que estos tratamientos fueron aplicados solos 0 en combinacion
con radio o quimioterapia. ¢Significa esto que la inflamacion sistémica no es tan
importante para la patologia del cancer como habiamos supuesto? La respuesta a
este interrogante comenzé a develarse cuando observamos que los tratamientos
antiinflamatorios parecen dejar de ser efectivos cuando el tumor supera cierto
volumen critico. En efecto, cuando ratones portadores del tumor MC-C (tomado
como modelo), recibieron un tratamiento antiinflamatorio periddico, tanto la
inflamacion sistémica como el crecimiento tumoral y los signos de caquexia, se
mantuvieron significativamente bajos hasta que el tumor alcanzé los 1000-1500 mm?
aproximadamente (ver Figura 17, Capitulo 2). Pero a partir de este punto, el
crecimiento tumoral, la inflamacién sistémica y los signos de caquexia exhibieron un
abrupto incremento a pesar de que los ratones siguieron recibiendo el mismo
tratamiento antiinflamatorio que hasta ese momento habia sido tan efectivo para
controlar estas variables (Figura 31). En la Figura 32 se grafica, la pérdida
progresiva de la eficacia de los tratamientos antiinflamatorios sobre distintos
parametros de la inflamacién sistémica, tales como PMN, TNF-a, IL-1B e IL-6
circulantes. Es de hacer notar que esta pérdida de eficacia de los tratamientos
antiinflamatorios fue aun més precoz sobre los PMN que infiltraban los distintos
organos (datos no mostrados), sugiriendo que hay variables de inflamacion

sisttmica que pueden ser mas dificiles de eliminar o atenuar con tratamientos

106



antiinflamatorios. Sobre la base de estos resultados podemos explicar el aparente
contrasentido entre la importancia atribuida a la inflamacion sistémica en la patologia
del cancer y los escasos beneficios de los tratamientos antiinflamatorios en términos
de ganancia de sobrevida. En efecto, los tratamientos antiinflamatorios no son
relativamente ineficientes en prolongar la sobrevida porque la inflamacion sistémica
sea irrelevante a la patologia neoplasica, sino porque aquellos tratamientos se
tornan ineficaces para reducir la inflamacion sistémica después de que el tumor ha
superado cierto volumen critico. Queda por determinar cuales serian las causas de

esta refractariedad a los tratamientos antiinflamatorios.
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Figura 31: Evolucién de diferentes parametros de inflamacion sistémica (caquexia,
PMN, TNF-a, IL-1B e IL-6) en ratones portadores de tumor MC-C que no recibieron
tratamiento (Control; n = 15) o que recibieron indometacina y dexametasona cada 3
dias durante todo el crecimiento tumoral (Indo + DX, n = 16). La flecha negra indica
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el comienzo del crecimiento exponencial del control y la azul de los tratados. a: p <
0,05;b: p<0,02;c:p<0,01 yd: p<0,001.
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Figura 32: El grado de eficacia de un tratamiento antiinflamatorio sobre una variable
inflamatoria, se mide por el porcentaje de disminucién de esa variable con respecto

al valor basal, tomando como 100% la diferencia entre el valor basal y el valor
experimental de esa variable.

5.2 Posibles causas de la refractariedad a los tratamientos antiinflamatorios.

El hecho de que los tratamientos antiinflamatorios se hacen ineficientes para
disminuir la inflamacion sistémica generada por el tumor después de que este ha
superado cierto volumen critico, puede deberse a muchas causas no excluyentes

entre si.

Por ejemplo, la relativamente baja concentracion de las moléculas contra-
inflamatorias observada cuando el tumor supera los 1500 mm?® (ver Capitulo 1.6),
podria contribuir a la creciente expansion de las citoquinas pro-inflamatorias y a la

ineficacia de los tratamientos antiinflamatorios.
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También podria ocurrir que la resistencia a los tratamientos antiinflamatorios sea
mediada por mecanismos similares a los observados en pacientes con EPOC, asma
severa e infeccién latente con adenovirus. En estos pacientes la resistencia al
tratamiento con corticoides se basa principalmente en la drastica reduccion de la
actividad de la enzima histona deacetilasa que media la inhibicién, por corticoides,
de la expresion de genes pro-inflamatorios (Barnes 2006, Marwick et al 2007). La
inactivacién de esta enzima ha probado ser dependiente de mediadores del estrés
oxidativo que estarian presentes no solo en los érganos blanco de aquellas
patologias, sino también en el propio tumor especialmente cuando éste ha superado
los 1500 mm?3. En efecto, segiin hemos visto en el Capitulo 1, en estas condiciones
el tumor es infiltrado profusamente por PMN y precursores mieloides con fenotipo
GR1 MAC1 que generaban grandes cantidades de ROS (ver Figura 6). Esta
produccién de ROS podria asi afectar la actividad de las histonas deacetilasas
promoviendo la resistencia a dexametasona observada en ratones portadores de

tumor.

En el Capitulo 2 hemos mostrado, utilizando ratones knock out para TLR-4, que las
vias de senalizacion dependientes de la activacién de ese receptor, mediarian una
parte importante de los efectos pro-tumorales de la inflamacion sistémica. En efecto,
estos ratones exhiben una muy baja inflamacién sistémica y un crecimiento tumoral
significativamente inhibido respecto del observado en ratones convencionales. Sin
embargo, una vez que el tumor superoé cierto tamano critico, la inflamacion sistémica
comenzd a crecer abruptamente en paralelo con el crecimiento exponencial del
tumor y el establecimiento de un estado caquéctico (Figura 33). Esto revela que vias
de sefalizacidon pro-inflamatorias alternativas a la activacion de TLR-4, que podrian
ser poco sensibles a los tratamientos antiinflamatorios utilizados, comenzarian a

hacerse operativas, una vez que el tumor supera cierto tamano critico.
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Figura 33: Inicio del crecimiento exponencial del tumor MC-C, el establecimiento de
la inflamacién sistémica (medida por neutrofilia) y la caquexia (medida por pérdida
de peso) en ratones knock out para TLR-4 (TLR-4-, n = 5) muy retrasados respecto
del mismo tumor creciendo en ratones convencionales (Control, n = 5). a: p < 0,05;
b:p<0,01;c:p<0,001.

Conclusidn parcial

La inflamacion sistémica afecta drasticamente a todo el organismo portador de
tumor generando caquexia, fallas multiorganicas y promoviendo el propio
crecimiento tumoral, estableciendo un circuito de retroalimentacion positivo
entre tumor e inflamacion sistémica. Asimismo hay una correlacion entre la
magnitud de esta inflamacion sistémica y la agresividad tumoral. Sin embargo,
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el beneficio de mdultiples tratamientos antiinflamatorios para prolongar Ila
sobrevida de ratones portadores de tumor fue relativamente modesto. Este
aparente contrasentido entre la importancia atribuida por nosotros a la
inflamacion sistémica y los escasos beneficios de los tratamientos
antiinflamatorios en términos de ganancia de sobrevida, pueden explicarse
sobre la base que después de que el tumor supera cierto volumen, aquellos
tratamientos se hacen ineficaces para disminuir el crecimiento tumoral, la
inflamacion sistémica y los signos de caquexia. Esto puede deberse a muchas
causas no excluyentes entre si. Por ejemplo, la concentracion relativamente
baja de citoquinas contra-inflamatorias observada cuando el tumor supero los
1500 mm3, podria ser ineficiente para atenuar la creciente inflamacion
sistémica y por ende contribuir a la ineficacia de los tratamientos
antiinflamatorios. También podria ocurrir que la gran cantidad de ROS
liberados por los PMN y precursores mieloides que infiltran la zona tumoral,
inactiven las histonas deacetilasas que median la inhibicion por corticoides de
genes pro-inflamatorios, como ha sido reportado en pacientes con
enfermedades donde la inflamacion juega un rol determinante. Por ultimo, vias
compensatorias a las inhibidas por los tratamientos antiinflamatorios, podrian
explicar esta falta de eficacia. En este sentido, similar a lo observado en
ratones portadores de tumor tratados con antiinflamatorios, los ratones knock
out para TLR-4 portadores de tumor, exhiben un crecimiento exponencial en
paralelo con el abrupto incremento de la inflamacion sistémica y el estado
caquéctico después de que los tumores superaron cierto volumen critico. Esto
sugiere que la inflamacion sistémica puede establecerse por posibles vias
compensatorias a las inhibidas tanto por tratamientos antiinflamatorios

exogenos como por mutacion genética.
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DISCUSION
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Durante los ultimos 150 anos muchos investigadores han sospechado la existencia
de una relacion entre inflamacién y cancer. Sin embargo, histéricamente, sélo en
alrededor del 15% de los canceres humanos, se ha demostrado que un proceso
inflamatorio puede ser promotor del crecimiento tumoral y sélo un bajisimo
porcentaje se incluye en los llamados tumores inflamatorios, que exhiben una
extraordinariamente profusa infiltraciéon intra-tumoral de células inflamatorias. Por
otro lado, estudios clinicos recientes han revelado que algunos parametros aislados
de inflamacién sistémica, tal como proteina C reactiva (PCR) circulante, estaban
presentes en un alto porcentaje de pacientes con cancer, especialmente en aquellos
con peor pronéstico (Hall et al 2013), sugiriendo la posibilidad de que la participacion
de la inflamacién sistémica en la progresién del cancer podria ser mucho mas
significativa de lo que se ha pensado previamente. Sin embargo, a pesar de lo
expuesto, y diferente de lo que ha ocurrido con el estudio de la inflamacién local, la
relacién entre cancer e inflamacion sistémica no ha sido hasta hoy particularmente

analizada.

En esta Tesis, hemos demostrado que durante el crecimiento de 4 tumores murinos,
de diferente origen, estirpe histolégico e inmunogenicidad y de un tumor humano
creciendo en ratones nude, se detectaron 2 picos temporalmente separados de
inflamacion sistémica. El primer pico fue relativamente pequefio y transitorio ya que
fue detectado durante la primera semana luego de la inoculacién del tumor. Tal vez
este primer pico, represente, en parte, una respuesta del organismo al trauma
mecanico de la inoculacion de elementos extrafios, ya que la inoculacién de
fibroblastos murinos normales también produjo una manifestacion de inflamacién
sistémica, aunque menor, que la observada después de la inoculacion de células
tumorales. Este primer pico fue muy similar, tanto en duracién e intensidad, a aquel
descripto previamente por Kamate durante el crecimiento inicial del mastocitoma
murino P815 (Kamate et al 2002). Por otro lado, de acuerdo con nuestro
conocimiento, el segundo pico de inflamacién sistémica no ha sido descripto
previamente y menos aun investigado en modelos experimentales. En nuestros
modelos tumorales, el inicio del segundo pico de inflamacion sistémica fue
observado cuando el volumen tumoral fue mayor que 500 mm? y coincidente con el
inicio del crecimiento exponencial de cada tumor. Este segundo pico de inflamacion

sistémica fue significativamente mas prominente que el primero y su intensidad
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aumentd en relacion directa con el incremento de la masa tumoral. Estos resultados
sugieren que la inflamacion sistémica podria ser un fendmeno general de la
patologia neopléasica y su importancia se puso de manifiesto en el hecho de que, en
nuestra coleccion de tumores, se observd, sorpresivamente, una correlaciéon directa
entre la magnitud de la inflamacion sistémica generada por cada tumor y su
agresividad, correlacién que no se observé con la capacidad de generar metastasis.
Esto indica, al menos en los tumores analizados por nosotros, que la capacidad de
generar una potente respuesta inflamatoria sistémica, produce mas efectos
deletéreos sobre el organismo que la propia capacidad metastasica, disminuyendo
de este modo la sobrevida. Por ejemplo, el tumor MC-C, exhibe una fuerte
inflamacion sistémica y se comporta de un modo muy agresivo, y los ratones
portadores de este tumor exhiben una gran infiltracién de leucocitos y dafio de
tejidos en diferentes 6rganos, especialmente higado y rifidn, que son compatibles
con disminucién y aun pérdida de funcion normal, a pesar de que no se encontrd
ningun foco metastasico en dichos érganos, por lo cual el dafio no pudo ser atribuido
a metastasis. Por otro lado, el tumor C7HI, exhibe el fenbmeno de inflamacion
sistémica de menor magnitud, de nuestra coleccién de tumores, y los ratones
portadores de este tumor muestran la mayor sobrevida exhibiendo una relativamente
escasa infiltracién de leucocitos y dafos en diferentes tejidos y érganos, a pesar de

que genera un enorme numero de metastasis pulmonares y hepaticas.

Las manifestaciones de inflamacidn sistémica parecen tener su origen en el propio
tumor. En efecto, nosotros demostramos utilizando RT-PCR y ELISA que las
citoquinas pro-inflamatorias circulantes TNF-a, IL-1B e IL-6 observadas en ratones
portadores de tumor, son producidas, principalmente, cerca o en el sitio del tumor,
por células tumorales, por células del estroma o por ambas, ya que su concentracion
fue mayor a la encontrada en sangre. Una vez liberadas a la circulacién general
inducen al higado a producir la proteina de fase aguda sérica SAA. De manera
similar, hemos demostrado que factores inflamatorios y derivados del tumor
estimulan la mielopoyesis promoviendo la expansion de PMN circulantes maduros e
inmaduros como asi también células mieloides en diferentes estadios de
diferenciaciéon. Esta expansién de la poblacion mieloide ha sido tipicamente
observada en muchos ratones portadores de tumores de diferente estirpe y también

en muchos pacientes con cancer (Movahedi et al 2008). Estudios histolégicos en la
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zona tumoral revelaron que el patron de leucocitos en circulacién y la inflamacion
sistémica, fueron cambiando en paralelo con la infiltracién tumoral. En efecto, al dia
1 post-inoculaciéon tumoral, hubo una muy intensa respuesta inflamatoria, con
abundante infiltracion de neutréfilos y edema, en la zona peri-tumoral, que
lentamente fue disminuyendo de intensidad. Posteriormente, se detecté el primer
pico de inflamacion sistémica. Luego el infiltrado tumoral fue principalmente de
linfocitos, macréfagos y pocos PMN y cuando el tumor superé los 1000 mm?3, se
produjo un nuevo fendbmeno de extensa inflamacion local aguda con presencia
predominante de PMN. En este caso se hizo sostenida e iba incrementando su
intensidad en correlacidon con el segundo y prominente pico de inflamacidn sistémica
hasta la muerte del individuo. Esto indica que durante el crecimiento tumoral hay una
importante reaccidn inflamatoria en la zona del tumor, que a pesar de ser “crénica”
en el tiempo, tiene las caracteristicas de una inflamacién aguda, con una continua

llegada de neutrdéfilos, con aumento en el dafo celular y aumento de necrosis.

Como hemos visto en nuestros modelos tumorales, la inflamacion sistémica puede
ser consecuencia de una inflamacién local aguda sostenida y progresiva. Esto puede
ser el resultado de la invasion del tumor a los tejidos adyacentes. Esto iria
produciendo un dano cada vez mayor (por el crecimiento expansivo), al producir
injuria liberando metaloproteasas, aumentando la permeabilidad vascular y
reclutando células inflamatorias. Reciprocamente, la inflamaciéon favoreceria la
progresién tumoral, ya que cuando se produce ésta, hay secrecion de factores de
crecimiento, angiogénesis, especies reactivas del oxigeno, que inducen proliferacion
y diferenciacion de células endoteliales, epiteliales, mesenquiméticas e incluso de
las propias células tumorales (Moldawer et al 1992, Rudnick et al 2001), y se
produce mas dafno reiniciando el ciclo, atrayendo mas células inflamatorias a las
inmediaciones del tumor, tales como macréfagos y neutréfilos, que a su vez
sintetizan y secretan mas citoquinas, quimioquinas y metaloproteasas, afectando la
relacién entre las células tumorales y el estroma, facilitando la invasiéon del tumor a
otros sitios y promoviendo la angiogénesis. Asimismo, la angiogénesis en el tumor
es ineficiente y se producen zonas hipéxicas y anéxicas. Las células tumorales en
estas condiciones pueden entrar en apoptosis, expresando el factor inducible por
hipoxia (HIF), citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento

(Hung et al 2004, Crisostomo et al 2008) e incluso sufrir necrosis celular,
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estimulando fuertemente una nueva reaccion inflamatoria, en una retroalimentacion
positiva cada vez mayor. En los tumores de crecimiento lento y menos invasivos,
esta injuria seria menor y por lo tanto, no tendrian tanta inflamacién local y por ende
tanta inflamacion sistémica. Esto fue observado en el crecimiento del tumor C7HI
que generd la respuesta inflamatoria local y sistémica de menor intensidad. La
participacion de la inflamacién local y sistémica en el origen y desarrollo tumoral
podria ser mas que una mera coincidencia y de hecho, es posible que esté basada
en la naturaleza intima del tumor. Anos atras, Dvorak postuld, que el cancer podria
ser considerado como una herida que no cierra, por la similitud de los procesos
fisiolégicos que se observan en unos y otros, tales como aumento en la
permeabilidad vascular, extravasacion de proteinas plasmaticas (fibrindgeno,
fibronectina, plasmindégeno) y células inflamatorias, expresidbn de genes pro-
inflamatorios, formacion de matriz-gel de fibrina, formacion de tejido de granulacién
(proliferacién de fibroblastos, células endoteliales y angiogénesis) y finalmente
reemplazo por matriz de colageno (Dvorak 1986, Riss et al 2006). La notable
similitud entre un tumor y una herida que nunca cierra en la que procesos
inflamatorios cumplen un rol pivotal, ha sido integrada recientemente en una
hipotesis general en la que el crecimiento de células cancerosas es considerado
como un intento (fallido) para restaurar una injuria en un 6rgano compuesto por
células “normales” que han perdido su capacidad regenerativa (Ruggiero and
Bustuoabad 2006).

En los modelos tumorales que hemos estudiado en esta Tesis, una reaccidén contra-
inflamatoria sistémica fue detectada acompanando o siguiendo las manifestaciones
de inflamacién sistémica asociada con el crecimiento tumoral, evaluada por la
capacidad funcional del organismo para inhibir la migracion de PMN a un sitio de
inflamacion experimental y por la presencia en circulacion de corticosterona y de las
citoquinas IL-10 y TGF-B. Sin embargo, la capacidad contra-inflamatoria se fue
perdiendo a medida que el tumor crecia y la concentracion de las moléculas contra-
inflamatorias cay6 a valores normales o se mantuvo modestamente elevada durante
el crecimiento tumoral, mientras que al mismo tiempo, los marcadores de
inflamacion sistémica continuaron incrementandose progresivamente. Esto sugiere
que mecanismos regulatorios de la inflamacion sistémica y de la contra-inflamacién

son alterados durante el crecimiento tumoral. Esta pérdida de mecanismos contra-
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inflamatorios se puso en evidencia cuando ratones portadores de tumores grandes
(durante el 2° pico de inflamacién sistémica) no pudieron responder a una dosis
minima adicional de inflamacion sistémica cuando recibieron 2 ug de LPS por via
i.p., y murieron en el 100% de los casos. En efecto, estos ratones portadores de
tumor, tienen una hipotrofia severa de la corteza adrenal, y de hecho, presentan una
sensibilidad al LPS similar a la observada en ratones adrenalectomizados. Es
importante recordar que 150 ug de LPS fueron necesarios para matar al 100% de los
ratones normales. Se podria pensar que un quantum de inflamacién sistémica es lo
que determina la muerte de los ratones portadores de tumor, ya que para, ratones
portadores de tumores chicos, en el primer pico de inflamacion sistémica, 2 ug de
LPS no provocé el deceso en ningun raton y fueron necesarios 50 ug de LPS para
producir la muerte de todos los animales. Un tratamiento antiinflamatorio previo a la
inoculacién del LPS rescaté de la muerte en todos los casos. Tomados en conjunto,
estos experimentos demuestran que durante el crecimiento tumoral se genera una
respuesta contra-inflamatoria sistémica cuya intensidad es mucho menor que la
reaccion inflamatoria sistémica inducida por el tumor y por lo tanto es incapaz de
neutralizar sus efectos deletéreos. Esta situacion es claramente diferente a la
observada durante el shock séptico o no séptico, donde después de un abrupto
incremento de la concentracién sérica de citoquinas pro-inflamatorias, una rapida
respuesta contra-inflamatoria es establecida asociada a altos valores de moléculas
contra-inflamatorias circulantes que inducen la desaparicién de las citoquinas pro-

inflamatorias.

Como hemos visto, la inflamacién sistémica inducida por el tumor puede afectar la
salud de los organismos portadores de tumor a través de la induccién del sindrome
de caquexia y fallas en diferentes tejidos y érganos o puede convertir al organismo
en un blanco mas sensible para traumas o infecciones, como se mostr6é con la gran
sensibilidad de ratones portadores de tumor a la inoculacion con LPS.
Adicionalmente, hemos mostrado que la inflamacién sistémica asociada al
crecimiento tumoral podria exacerbar el propio crecimiento tumoral estableciendo un
circuito de retroalimentacién positiva entre ambos. Esta proposicion fue demostrada
utilizando 2 estrategias diferentes y complementarias. En 1° lugar, el tratamiento
sistémico con un agente pro-inflamatorio -tioglicolato-, al tiempo que la inflamacion

sistémica generada por el propio tumor era indetectable, exacerbd el crecimiento
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tumoral, y esta exacerbacién fue contrarrestada con indometacina. En 2° lugar, un
tratamiento periddico y sistémico con las drogas antiinflamatorias indometacina y/o
dexametasona, retardd significativamente los parametros de inflamacion sistémica,

los signos de caquexia y el crecimiento tumoral.

Para evaluar los posibles mecanismos, del impacto de la inflamacién sistémica sobre
el crecimiento tumoral, utilizamos ratones knock out para el receptor TLR-4 sobre la
base de que la inflamacion asociada a carcinogénesis, ha sido atribuida
primariamente a vias de sefializacion dependientes de la activacion de este receptor.
El crecimiento tumoral fue drasticamente inhibido en estos ratones, que a su vez
exhibian una significativamente baja expresidon de mediadores de inflamacion
sistémica. Esto sugiere que el efecto promotor de la inflamacion sistémica sobre el
crecimiento tumoral, estaria al menos en parte, relacionado a mecanismos

moleculares asociados a la activacion de TLR-4.

Los efectos promotores de la inflamacion sistémica sobre el crecimiento tumoral
mediados a través de la activacién del receptor TLR-4 fueron observados tanto
sobre tumores inmunogénicos como no inmunogénicos, sugiriendo la existencia de
mecanismos compartidos por ambos tipos de tumores. Ademas de esos
mecanismos comunes, nosotros demostramos que para el caso de tumores
inmunogénicos una parte de ese efecto pro-tumoral podia atribuirse a mecanismos
de inmunodepresion, que le permitirian al tumor evadir la respuesta inmune dirigida
contra él. En efecto, los tumores murinos inmunogénicos inducen, en general, una
potente respuesta anti-tumoral sistémica dependiente de linfocitos T, que aumenta
progresivamente en etapas tempranas del crecimiento tumoral y que es suficiente
para inhibir el crecimiento de implantes tumorales secundarios (inmunidad
concomitante), pero no el crecimiento del tumor primario. Sin embargo, cuando el
tumor sobrepasa el volumen critico de 500 mm?, esa respuesta inmune anti-tumoral
es “down-regulada” y desaparece estableciéndose un estado de tolerancia
inmunoldgica que es histéricamente conocido como “eclipse inmunolégico” (Gorelik
83) coincidente con el comienzo del 2° pico de inflamacién sistémica. En esta Tesis
demostramos que el escape del tumor MC-C (tomado como modelo de tumor
inmunogénico) a la respuesta inmune no es por inmunoedicién, ya que no hay

seleccién de variantes tumorales que dejan de ser reconocidas por el sistema
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inmune, sino por una alteracion de la respuesta inmune del huésped
(inmunomodulacién) que es inducida por la inflamacion sistémica. Esta relacién
causal fue demostrada utilizando 2 estrategias complementarias. En 1° lugar,
diferentes tratamientos antiinflamatorios restauraron, al menos en parte, la respuesta
inmune anti-tumoral durante la fase del eclipse inmunolégico. En 2° lugar, el
tratamiento con agentes pro-inflamatorios bloqueé la inmunidad anti-tumoral tanto en
ratones pre-inmunizados como en ratones portadores de tumor que exhibian
inmunidad concomitante. Este efecto inhibitorio fue contrarrestado con el tratamiento
antiinflamatorio. Los mecanismos que subyacen los efectos inhibitorios de la
inflamacion sistémica sobre la respuesta inmune anti-tumoral, podrian estar
asociados con la presencia en circulacion de moléculas antiinflamatorias
compensadoras que han sido descriptas como inmunosupresoras tales como IL-10,
TGF-B y corticosterona. Aunque la concentracibon de estas moléculas
inmunosupresoras es relativamente baja o transitoria durante el crecimiento tumoral,
es posible que estas citoquinas tengan una funcién critica a nivel local, tanto en los
ganglios linfaticos drenantes, como en el propio tumor. Por otro lado, una poblacion
heterogénea de células mieloides inmaduras denominadas MDSC, que se expanden
dramaticamente durante el crecimiento tumoral y también detectadas en respuestas
inflamatorias, podria ser otra de las causas del eclipse inmunol6égico, dada su
capacidad de suprimir respuestas T en ganglios linfaticos (directamente o a través
de la induccién de Treg) y/o su habilidad para diferenciarse, en la zona tumoral, en
macréfagos asociados al tumor (TAM) que son altamente inmunosupresores. Otra
de las posibles causas del eclipse es la drastica disminucién de células dendriticas
en bazo de ratones portadores de tumor como consecuencia de la diferenciacién
andmala de precursores mieloides inducida por factores liberados por el tumor a

circulacion.

A pesar de que la relaciéon entre cancer e inflamacién ha sido estudiada por méas de
un siglo y que en la ultima década marcadores aislados de inflamacion sistémica han
sido considerados un factor de mal prondstico en pacientes con cancer en varios
estudios clinicos, todas estas observaciones no han sido transferidas hasta hoy, a la
practica oncolégica de rutina, y pocos estudios experimentales destinados a
correlacionar la patologia del cancer con fendémenos inflamatorios sistémicos han

sido realizados. Probablemente esta falta de transferencia y de estudios en el tema
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se deban a dos circunstancias principales. A) La inconsistencia de la correlacion
entre pronéstico e infiltrado inflamatorio intra- y/o peri-tumoral y B) El escaso
beneficio terapéutico del uso de drogas antiinflamatorias en pacientes oncoldgicos.

A) Nosotros creemos que la inconsistencia entre prondstico e infiltrado inflamatorio
intra y/o peri-tumoral, se debe al menos, a dos hechos diferentes: En 1°lugar, a que
no se tienen en cuenta las poblaciones principales y el fenotipo particular de las
células inflamatorias que infiltran el tumor. Por ejemplo, los linfocitos, pueden ser
inmunes y atacar las células tumorales y de hecho, abundante infiltrado inflamatorio
de linfocitos CD4 o CD8 es frecuente en tumores presumiblemente inmunogénicos y
son marcadores de buen pronostico en estos pacientes (Vayrynen et al 2013,
Goeppert et al 2013). Pero también los linfocitos infiltrantes podrian ser Treg que son
inmunosupresores y en este caso podrian conferir peor pronostico. Del mismo modo,
los macréfagos que infiltran el tumor pueden ser citotoxicos contra las células
tumorales o TAM (siglas en inglés de macrofagos asociados al tumor) que son
inmunosupresores y por lo tanto el pronéstico podria ser favorable o no,
respectivamente, de acuerdo a qué fenotipo expresen estas células. Asimismo,
infiltrados principalmente compuestos de neutréfilos o de leucocitos que expresan
ciertos genes relacionados con una respuesta inflamatoria, tales como COX-2 o la
metaloproteasa de matriz 2 (MMP-2), confieren, segun algunos autores, peor
pronéstico independiente del estadio (Khang et al 2008, Zhou et al 2012, Zhao et al
2012, Rao et al 2012, Ao et al 2013). En 2°lugar, a que en nuestra experiencia, si
bien la magnitud total de la inflamacion local correlaciona con la magnitud de la
inflamacién sistémica inducida por cada tumor, la intensidad del infiltrado
inflamatorio local, por unidad de masa o campo - que es en definitiva lo que ve el
patbélogo - no necesariamente correlaciona con la magnitud de la inflamacion
sistémica. Por ejemplo, en nuestros experimentos con el tumor MC-C, al dia 1 post-
implantacion del tumor, hay una densa infiltracion de neutrofilos en la zona peri-
tumoral, que es aln mayor que la observada al dia 30, por unidad de masa tumoral.
Sin embargo, la magnitud total de la inflamacion local al dia 30 es muy superior a la
del dia 1, habida cuenta de que la masa del tumor al dia 30 es de alrededor 2500
mm?3, mientras que al dia 1 es menor a 1 mm?3. Este hecho ejemplifica los posibles
errores de apreciacién cometidos al considerar sélo la presencia inflamatoria local en

el tumor sin considerar la inflamacion sistémica, ya que la magnitud de esta ultima
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puede estar subvalorada sobre la base de la magnitud de inflamacién local
computada por unidad de masa tumoral. De hecho el tumor MC-C que exhibe una
inflamacion sistémica de gran magnitud, se presenta en el estudio histolégico, como
un tumor con una respuesta inflamatoria local ligera 0 moderada similar a la

tipicamente encontrada en muchos tumores humanos (Gao et al 2005).

B) Los efectos deletéreos que la inflamacion sistémica produce sobre el organismo
portador de tumor, que hemos demostrado en esta Tesis, podrian prevenir o
disminuir los beneficios terapéuticos de terapias anti-tumorales convencionales. Sin
embargo, el tratamiento antiinflamatorio solo o combinado con radio o quimioterapia,
aunque retardd el crecimiento tumoral, produjo solo un moderado aumento de la
sobrevida. Resultados similares han sido descriptos en la clinica. Este beneficio
relativamente escaso en sobrevida obtenido con el uso de drogas antiinflamatorias
parece contradecir la importancia que le hemos atribuido a la inflamacion sistémica
en la patologia del cancer. Es decir, un tratamiento antiinflamatorio deberia tener, en
principio, un impacto mucho mas profundo en la sobrevida de los ratones portadores
de tumor, siendo la inflamacién sistémica un marcador de malignidad tumoral. Sin
embargo, una vez que el tumor ha superado los 1000-1500 mm?® durante su
crecimiento exponencial - retrasado en ratones tratados con antiinflamatorios
respecto del control - produce un fendmeno de inflamacién sistémica creciente a
pesar de que se continian administrando las drogas antiinflamatorias, que hasta ese
momento, habian sido bastante efectivas para limitar la naciente inflamacién
sistémica y para retardar el crecimiento tumoral. En esta Tesis, hemos observado
esta pérdida de eficacia, tanto con un corticoide sintético (dexametasona), como con
un AINE (Indometacina), como con la combinacion de ambos. También obtuvimos
resultados similares, utilizando otras sustancias antiinflamatorias (acido
nordihidroguayarético sélo o en combinacién con indometacina, prometazina,
clorpromozina, fenidona, L-NAME vy losartan). La aparente refractariedad de los
tumores a mecanismos antiinflamatorios, después de que han superado cierto
volumen critico, también fue observado en los ratones knock out para TLR-4. En
efecto, en estos ratones, los marcadores de inflamacion sistémica permanecieron
muy bajos durante las primeras semanas después de la inoculacién tumoral, lo que
fue correlacionado a un crecimiento del tumor significativamente inferior al

observado en ratones convencionales. No obstante, después de que el tumor superé
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cierto volumen critico, la inflamacién sistémica comenz6 a crecer abruptamente en
paralelo con el crecimiento exponencial del tumor. Esto revela que vias de
sefalizacion pro-inflamatorias alternativas a la activacion de TLR-4 comenzaban a

ser operativas en estos ratones.

El hecho de que los tratamientos antiinflamatorios se hacen ineficientes para
disminuir la inflamacién sistémica generada por el tumor, después de que éste ha
superado un cierto volumen critico, puede deberse a muchas causas no excluyentes
entre si. Por ejemplo, la magnitud y la variedad de vias involucradas en la respuesta
inflamatoria generada por el tumor pueden ser exageradamente grandes para
cualquier tratamiento antiinflamatorio que hemos empleado, habida cuenta de que
las dosis maximas que pueden utilizarse de éstos -sin dafio colateral o dafos
menores- son limitadas. En este sentido, la busqueda de nuevos agentes
antiinflamatorios pleiotrépicos (o combinaciéon de inhibidores especificos para
diferentes vias), mas potentes y con menos efectos adversos, podria ayudar a
disminuir la inflamacién generada por el crecimiento progresivo del tumor. Por otro
lado, también podria ocurrir que mas alla de los 1500 mm?® el tumor se haga
refractario a los tratamientos antiinflamatorios, como ocurre en ciertas
enfermedades, como en EPOC y colitis ulcerosa, que son refractarias al tratamiento
con corticoides (Barnes and Adcock 1995, Travis et al 1996, Hearing et al 1999,
Culpitt et al 2003). En este sentido, la busqueda de los mecanismos moleculares de
esta posible refractariedad, por ejemplo, investigando la estimulacion o inactivacion
de las histonas deacetilasas que inhiben la expresion de genes pro-inflamatorios y
cuya inactivacion podria estar en la base de la refractariedad de los glucocorticoides
en los pacientes con EPOC, podria ser util para contrarrestar la inflamacion
sistémica generada por el tumor. Por ultimo, en nuestros modelos tumorales, hemos
visto que las citoquinas antiinflamatorias (IL-10 y TGF-B) eran “downreguladas”
cuando el tumor superaba los 1500 mm?® y esto podria contribuir a la creciente
expansion de las citoquinas inflamatorias, contribuyendo a la ineficacia de los
tratamientos antiinflamatorios. En este sentido, el estudio de los mecanismos
moleculares que regulan la expresion de IL-10 y TGF-B en portadores de tumor,
podria también ser Gtil para comprender las causas de esta ineficacia. En definitiva,
el relativamente escaso beneficio terapéutico obtenido con la aplicacién de

tratamientos antiinflamatorios solos o combinados con radio o0 quimioterapia, no se
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deberia a que la inflamacion sistémica no es importante en la patologia tumoral, sino
que esa inflamacion sistémica no pudo ser contrarrestada una vez que el tumor
superd cierto tamano critico. Por otro lado, obtuvimos un excelente resultado
terapéutico cuando el tratamiento antiinflamatorio se realizd junto a la escisidén
quirdrgica de tumores = a 2000 mm?3. En este caso, la eliminacion quirtrgica de la
fuente principal de inflamacion sistémica y de posible refractariedad, permitié al
tratamiento antiinflamatorio tener mas chances de actuar contra la inflamacién
sistémica residual, pero aun deletérea, que perdura al menos 2 semanas después
de la extirpacion del tumor. Dos semanas puede parecer poco tiempo, pero en la
vida de un raton equivalen a aproximadamente 2 afios en la vida de un ser humano.
En este sentido y del mismo modo, en ensayos clinicos, el uso del antiinflamatorio
ketorolac junto con cirugia y quimioterapia, ha demostrado recientemente un
profundo impacto en la sobrevida de pacientes con cancer de mama, eliminando la
aparicion de metastasis tipicamente observada alrededor del 2° afio después de la
cirugia (Retsky et al 2012).

Conclusion

En esta tesis, hemos demostrado que la capacidad de un tumor para generar
inflamacion sistémica puede ser considerada, al menos en algunos casos, un
indicador de mayor agresividad mas confiable que la capacidad para generar
metéstasis. En este sentido, un conocimiento mas preciso de los mecanismos por
los cuales la inflamacién sistémica promueve el crecimiento tumoral, afecta a todo el
organismo y éste se hace refractario a los tratamientos antiinflamatorios, y la
busqueda de nuevos agentes antiinflamatorios que exhiban mayor eficacia y menos
efectos adversos, probablemente ayude a disefiar nuevas estrategias que

complementen y mejoren las terapias actuales contra el cancer.
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