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Resumen El mesodermo es la hoja germinativa involucrada en la regulacidn de los fe-

némenos de dilerenciacion y organizacion temporo-espacial del embrion. El
tejido conectivo expresa alguna de estas funciones durante los fendmenos de reparacién
¥ regeneracion de lejidos u drganos. El desarrollo normal de estos procesos depende de
la imterrelacidn  epitelio-mesénguima y de la formacién de una cantidad adecuada de
estroma y de un lipo de colageno o protecglicano. Nuestra hipotesis sugiere que el can-
cer seria un proceso regenerativo que fracasa como consecuencia de la alteracion del
tejido conectivo. El objetivo del presente trabajo ha sido conocer si el tejido conjuntivo y
la sustancia fundamental amorfa (SFA) son capaces de regular la proliferacion y muerte
de células normales y tumorales, y de ser asi, de discriminar enlre los faclores que pue-
dan interferir. Los resultados de los experimentos in viva, ex vivo e in witro revelaron que:
1) la SFA ejerce un efecto citotdxico directo y selectivo sobre las células tumorales; 2) la
SFA reduce la capacidad proliferativa de células normales y tumorales; 3) el efecto
citotdxico y antiproliferativo de la SFA no depende de la respuesta inmune celular o hu-
moral, pero si de la inlegridad quimica de sus componentes, ya que su desnaturalizacion
reduce su capacidad antitumoral, 4) las células tumorales modulan las funciones
reguladoras de la SFA mediante enzimas endocelulares liberadas al producirse la muer-
te celular inducida por la accién citotdxica de la misma SFA. Estos resullados sugieren
que las células tumorales que permanecen viables pueden proliferar activamente dado
que sobre ellas no se ejerce mas el efecto inhibidor de la SFA, al mismo tiempo que son
estimuladas por las enzimas. En consecuencia existiria una funcién requladora del tejido
conective sobre la proliferacion y viabilidad de células tumorales, actividad gue parece
residir en la constitucion molecular de la SFA del tejido conectiva.

Durante el desarrollo embrionario, el meso-
@ermo es uno de los principales componentes im-
ghcados en los fendmenos de determinacion y
arganizacion témporo-espacial de las diferentes
gartes del embrion™. En vertebrados superiores
s= observé que, aun en una fase avanzada del
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ciclo ontogenético, estos procesos morfogens-
ticos vuelven a manifestarse a continuacion de la
destruccidn parcial de tejidos o de la extirpacion
de érganos o miembros. En efecto, en los proce-
508 de reparacion-regeneracion se verifican fend-
menos de migracion, proliferacion, diferenciacion,
desdiferenciacion y muere celular que son regu-
lados por la interaccion entre el epitelio y el
mesénguima*’ . Para su desarrolle normal, este
fendmeno requiere no solo la formacidn de una
adecuada cantidad de estroma sino también la
participacién de un tipo determinado de cola-
geno”. En base a que &n su conjunto las trans-
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formaciones que ocurren en los fendmenos
reparativos-regenerativos se asemejan a los del
desarrollo tumoral, numerosos aulores sugieren
que el cancer podria ser considerado como resul-
lado de una falla en la interaccion epitelio-
mesénquima® . Para otros seria un equivalente
de un intento abontive de regeneracion como res-
puesta inadecuada a una injuria por falla de los
mecanismos homeostaticos'' ',

Muestra hipotesis sugiere que siendo la forma-
cién de la sustancia coldgena y su adecuada fun-
cion indispensables para que los fendmenos de
reparacidn-regeneracién se completen normal-
mente, es probable que en el cancer ambos
parametros puadan encontrarse alterados.

El objetive del presente trabajo ha sido cono-
cer si algunas de las propiedades y funciones del
mesodermo embrionario se expresan en el tejido
conjuntivo del animal adullo, y cudles son los fac-
lores gque en el cancer lo alterarian impidiendo que
pueda ejercer sus funciones reguladoras. Con tal
propdsito hemos estudiado in wvo, ex vivo e in
vifro la capacidad de la sustancia fundamental
amorfa (SFA) del tejide conjuntive de modular la
proliferacion, diferenciacidn y muerte de células
normales y tumorales.

Accién del tejido conective sobre células
tumorales in vivo

Se inocularon 10° células LB (linfoma T, no in-
munogénico y de origen espontanec en BALB/c,
obtenido de fluido ascitico con 100% de viabili-
dad) en el tejido conectivo de la dermis del flan-
co de ratones singaneicos. El sitio del indculo era
removido a diferentes tiempos y se extendia en-
tre porta y cubreobjeto, previa tincion con azul
trypan para determinar la viabilidad de las célu-
las LB. A las 6 horas, el examen microscopico del
preparado fresco permitia observar células LB
refringentes (viables) y un nimero menor de cé-
lulas LB que incorporaban el colorante (muertas).
Muesltras procesadas en forma similar a las 12
horas revelaban un incremento significativo del
nimero de células LB muerlas, que a las 24 ho-
ras llegaba casi al 60%. Este resultado in wivo
contrastaba con el aobtenido al mantener las cé-
lulas LB in vitro en medio de cultivo, en donde la
muerte de estas células llegaba sdlo al 21%. Cabe
sefalar que 12 horas después del inoculo, en pre-
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parados tenidos con azul de toluidina y rojo neu-
tro, en un droa subyacente al inéculo tumoral se
podia observar un escaso infiltrado constituido por
neutréfilos y células mononucleares. A las 24 ho-
ras y en la periferia del tumor predominaban
macrdlagos y fibroblastos.

Accién del tejido conective sobre células
tumorales ex vivo

Ratones BALB/c fueron inoculados por via
intradérmica en el flanco derecho con 10° LB,
100% viables, en 1 ml de RPMI. Inmediatamente
después los animales eran sacrificados y se les
practicaba una incision medioventral con el pro-
posito de exponer la dermis profunda. Los
habones dérmicos, que contenian las células LB,
eran explantados y se mantenian en tubos de
Kahn a 37° C. Después de 6, 12 o 24 horas se
disgregaban y coloreaban con azul trypan para
evaluar la vitalidad de las células LB. Se compro-
bé que el nimero de células LB vivas se reducia
an forma similar a lo descripto en el axperimento
in vivo, es decir que las células muertas alcan-
zaban un 60% a las 24 horas.

Accion de la sustancia fundamental
amorfa (SFA) sobre la viabilidad de las
células tumorales LB in vitro

A ratones BALB/c, sacrificades con éter, se les
practicaba una incision en la piel de cada flanco
para exponer la dermis. Bajo lupa estereoscopica
se inoculaba en ella 1 ml de medic RPMI; debi-
do a la hidrofilia de la SFA se obtuvo un nodulo
de tejido conectivo de casi 1 cm®. Por su con-
sistencia gelatinosa se podia aislar y filtrar con
facilidad a través de una malla metdlica para lue-
go separar por centrifugacién (1000 rpmi/3min) las
fibras y las células residentes del resto de los
componentes del tejido conectivo. De este modo,
quedaban en el sobrenadante las moléculas que
constituyen la SFA™. Para realizar los experimen-
tos se utilizaron dislintos tipos de células, que
eran mantenidas en SFA o RPMI a una concen-
tracidn de 10°/ml. Las células LB provenian de
liquide ascitico con 100% de viabilidad, los
linfocltos se aislaban a partir del bazo, los
macrofagos se obtenian por lavado del peritoneo
de ratones BALB/c con RPMI a 4° C y los fibro-
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Accion de la sustancia fundamental amorfa (SFA)
sobre la viabilidad de distintos tipos celulares
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Biastos embrionarios eran de cultivo primario de
14 dias. Se formaren 5 grupos experimentales
g 1)

Los datos indican que las células LB en los
Grupos A y B mueren en forma progresiva, pero
I peérdida de la viabilidad ocurre con un ritmo
sgnificativamente mayor en las LB cultivadas en
SFA_ En efecio, a las 2 horas la muerte celular
en el Grupo B as del 12, 7% y se incrementa rdpi-
damenle a parlir de la 6ta hora, siendo del 51,3%
¥ 71.5% a las 12 y 24 horas, respeclivamenta. En
cambio, en al Grupo control (A) la muerte de las
elulas LB os significativamente menor siendo del
1.3%, 4.4% y 21% a las 2, 12 y 24 horas, respec-
Svamenle. Hasta las 12 horas de cultivo el por-
centaje de viabilidad de los lintocitos en SFA y en
APMI es similar; en cambio a las 24 horas en el
Grupo C el numero de linfocitos no viables alcan-
za el 39.8% versus el 76,2% en el Grupo D. El
porcentaje de macrofagos y fibro-blastos muertos
&n SFA (Grupo E) oscila entre el 0,1% y &l 1% al
fin del exparimanto

MAccion de la SFA sobre la proliferacion
de las células LB in vitro

Para su estudio se empled el ensayo de incor-
poracion de timidina tritiada en células LB man-
s=nidas en cultivo con SFA durante 24 horas. Se
sembraron 10° células LB por cavidad de placa en
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TABLA 1.- Efecio de la sustancia fundamental amorfa
(SFA) sobre la prolifaracidn de céluias fumorales LB

in witro
Dilucion SFA % Inhibicidn de la proliferacion
raspocto del control en RPMI
puro 49.7 = 7.3°
al 1/2 255281

"p <001, * p < 0,05 test *t° Student
Los datos se expresan como X + SD, promedio de 4
axpanmentos

0,1 ml de APMI y luego se agregaba SFA pura o
diluida al medio. Se realizaron 4 experimentos con
cada dilucion por quintuplicado. Respecto del con-
trol, en APMI los datos indican una significativa
inhibicién de la incorporacién del radionucledtido
en las células LB mantenidas en SFA pura y al
medio (Tabla 1).

Efecto de la desnaturalizacidn fisica y
enzimatica de la SFA sobre su accidn
citotoxica in vitro

La SFA fue sometida a la accién de un agente
fisico (calor a 100°C) y a la de distinlas enzimas
(pronasa, hialuronidasa, colagenasa) en concen-
traciones que despolimerizan a la sustancia
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Efecto de la sustancia fundamental amorfa (SFA)
sobre la proliferacién de células tumorales LB in vitro

% Inhibicién de la proliferacién
Dilucién  SFA respecto del control en RPMI
puro 497 +7.3 *
1/2 2551+ 81 =+
* p<001

* % p< (L05 test "t" Student
Los dalos se expresan como X +5D, promedio de 4 experimentos

Figura 2.

Efecto del sobrenadante de células tumorales LE en muerte
progresiva (Sbr LB mp) sobre la accion citotdxica de la sustancia
fundamental amorfa (SFA)
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Figura 3.

coldgena pero que no afectan a las células LB. A las 2 horas de cultivo, en SFA no tratada, el
Con la SFA asi pretratada se formaron distintos numero de células LB muertas alcanzaba al
grupos experimentales, cada uno de los cuales 12,7% contra 0,5%, 1,1% y 4,4% en las mante-
recibia 10%/ml células LB (Fig. 2). nidas en SFA pretratada con pronasa, hialu-
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EFECTD CITOTOLICOD Bl LA SUSTAMCIA FUNDANESTAL AMOKE S [ §FA | S0BEE
BIFERENTES COWCENTRAC[ONES DE CELULAS TUMORALES L&,

A SFA + LB 100 x 107

B SFA + LB 50 x 107
C SFA + LB 25 x 107

D SFA + LB 1 x 107
ESFA + LB 1 x 10%
F SFA + LB 1 x 108
G SFA + LB 1x 10

% células muertas

T

ABCDE FG

ABCD ABCDEFG
2 6 12
horas
Figura 4.

ronidasa y colagenasa, respectivamente. Después
de 12 horas en SFA normal, el porcentaje de LB
muertas era de 51,3% conlra 6,1%, 18,8% vy
17.7% de las cultivadas en SFA tratadas con las
mismas enzimas. Valores similares fueron obte-
nmidos al desnaturalizar la SFA con calor.

Efecto de la concentracion de células
tumorales sobre la actividad citotdxica
de la SFA in vitro

Se emplearon 7 grupos experimentales en don-
de a 1 ml de SFA se le agregaba un diferente nd-
mero de células LB hasta obtener concentracio-
nes que variaban entre 100 x 10" y 1 x 10° (Fig.
3). Los resultados de 12 horas de cullivo en las
concentracionas 104, 10° y 10° muestran que el
numero de LB muertas oscilaba entre el 97.2% y
el 100%, mienlras que en la concentracion 10° era
de 9.2%. En los diterentes periodos estudiados,
siempre se vendico un ndmere significativamente
mayor de células muertas en los grupos con me-
nor concentracion de células LB.

Efecto de factores producidos por las
células tumorales LB en muerte progre-
siva sobre la actividad citotoxica de la
SFA in vitro

La muerte progresiva de las células LB se lo-
graba cultivando 4 x 107 cel/ml durante 6-8 horas
en APMI a 45°C. El sobrenadante. se obtenia
centrifugando el cultivo a 1500 rpm por 10 min a
4° C, y era utilizado para tratar a la SFA durante
1 hora antes de agregar 107 células LB viables.
Los resultados mostrados en la Fig. 4 indican que
el sobrenadante de LB en muerte progresiva (Gru-
po C), reduce significativamente la actividad
citotoxica de la SFA sobre las células LB.

Discusion

Se conoce que el tejide conective desempena
un rol fundamental en el mantenimiento del equi-
librio homeostalico del organisme, siendo el sitio
en el que se producen las respuestas del hués-
ped frente a noxas enddgenas o exdgenas. Es-
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tas ultimas, provocan una inflamacién en la cual
participan tanto @l colageno como los fluidos y
células de todo el organismo’™-**. Desde este pun-
to de vista, las células tumorales implantadas
podrian ser consideradas como un elemento de
injuria exdgena para el tejido conjuntive. Dentro
de este contexto el presenie lrabajo se disend con
el objeliva de analizar los eventos que ocurren
entre el huésped y el tumor, inmediatamente des-
pués del implante de las células tumorales en el
tejido coneclivo. Al respecto el primaro y mas
conspicuo hallazgo fue la temprana y significati-
va mortalidad de las células blasticas LB. Este
fendmeno lenia una magnitud llamativa y ara ade-
mas inesperado, ya gue ocurria en un tejide que
aporta las mejores condiciones de difusion de
nutrientes y oxigena.

Como era previsible, por ser un tumor no
inmunogénico &n un huésped singaneico, la muer-
te de las células LB ocurria en ausencia de res-
puesla celular inflamatona. A pesar de ello y con
el propdsito de deslindar el posible rol de una ros-
puesta sérica inmediata, se realizaron experimen-
tas ex vive comprobandose que el numero de LB
vivas se reducia con un ritmo similar a lo obser-
vado in viva. Ninguno de estos experimentos des-
cartaba la participacion de las células que normal-
mente residen en el tejido conjuntivo como res-
ponsables del electo cilotéxico. Fue para contes-
tar a esle interrogante que se aislé la SFA para
gvaluar in vitro su accion deletérea y antiproli-
ferativa sobre LB. En estas condiciones, la SFA
del tejido coneclivo demostrd tener similar capa-
cidad citoldxica a la del tejido conjuntivo, que fue
analizada en los experimentos in vivoy ex vivo.
El efecto citotéxico de la SFA parece tener cier-
ta especificidad sobre las LB, dado que los
macrofagos y fibroblastos mantenidos en esta
sustancia no revelan porcentajes de muerte ce-
lular diferentes a los conlroles mantenidos en
RPMI, &n tanto que los linfocitos en SFA tienen
una mayor sobrevida que los controles en RPMI.
Este resultado no es sorprendente, dado que son
células que normalmente residen en el lejido
conectivo y por tanto encontrarian en la SFA las
mejores condiciones de cultivo. Si bien en su con-
junto los datos sugieren un efecto especifico de
la SFA sobre los blastos LB, no permiten axtraer
conclusiones acerca del o de los mecanismos res-
ponsables de la accién citotdxica. Al respecto,
numerosos trabajos describen la interaccion epi-
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telio-mesénguima como fendémeno fundamental en
el mantenimiento y regulacion de la proliferacion
y diferenciacion celular'™# y a la alteracidn de la
misma como predisponente de la carcino-géne-
sis?,

Estudios recientes involucran a los glucosami-
noglicanos y proteoglicanos de la SFA como
moléculas con capacidad de regular la expresion
de oncogenes y la diferenciacién celular™#. La
actividad de la SFA parece depender de la pari-
cular estructura de sus componentes molecu-
lares, ya que al desnaturalizarla mediante diges-
lidbn enziméatica o por calentamiento resulté me-
nos eficiente en su efecto citotdxico. En conse-
cuencia, es aceptable presumir que las células
tumorales puedan regular la actividad de la SFA
mediante la liberacion de enzimas endocelulares,
La muerte celular que acompana al crecimiento
tumaral, y que en nuestro modelo es inducida por
el lejido conectivo, al favorecer la salida de
enzimas afeclaria al tejido conectivo y en conse-
cuencia al mecanismo de regulacion negativa que
éste ejerce sobre las células LB. Esta presuncion
fue confirmada por el aumento de la viabilidad
gue muestran las LB cuando son cultivadas en
SFA pretratada con sobrenadante de LB en muer-
te progresiva. Por olra parte, demostramos la
existencia de una correlacion inversa entre la con-
centracion de LB en SFA y su muerte. Esto pue-
de interpretarse como que la viabilidad de las cé-
lulas LB responde a un fendmeno de dosis-depen-
dencia en funcién de factores, que liberados por
las células tumorales, afectan la SFA o bien son
propios de la SFA que afecta a las LB. En el pri-
mer caso se postula la necesidad de inocular un
numero minimo de células de modo que al marir,
por efecto de la SFA, puedan liberar enzimas en
cantidad suficiente como para desnaturalizar el
colageno y posibilitar el crecimiento de las células
remanentes. En el sequndo caso, el tumor se de-
samollaria toda vez que una alta concentracidn de
células lograra superar ol control de los factores
inhibitorios propios de la SFA.

En conclusién, el conjunto de los resultados
sugiere un rol regulador de la SFA del tejido
conjuntivo sobre la proliferacin y viabilidad de un
implante de células tumorales, actividad que pa-
rece residir en la constitlucion molecular de la SFA,
Estas svidencias nos remiten a la actividad regu-
ladora temprana que el mesanquima cumple sn
el desarrollo embrionario.



Summary

Role of the connective tissue in the fumor-host
relationship

In the embryo, both differentiation and temporo-
spatial organization are regulated by the meso-
derm. Some of these functions are expressed by
the conneclive tissue during wound or organ re-
pair and regeneration. The normal development of
the latter depends on the epithelium-mesenchyme
nterrelationship and the formation of an adequate
amount of stroma and a certain fype of collagen
or proteoglycans. Our hypothesis proposes thal
cancer is a regenerative process which has failed
as a consequence of alterations in the connective
tissue. The object of this paper was lo invesligale
whether the connective tissue and the amorphous
fundamental substance (SFA) are capable of regu-
lating the proliferation and death of normal and
twmor cells and to dilucidate the mechanisms in-
volved. The results obtained in in vivo, ex-vivo and
in vitro experiments indicale the following: 1) SFA
axerts a direct and selective cytotoxic affecl on
tumor cells; 2) SFA reduces the proliferative ca-
pacity of normal and tumor cells; 3) both the
cytotoxic and antiproliferative effects of SFA are
independent of cellular and humoral immune re-
sponses bul arg dependent on the chemical integ-
rity of its components since its denaturalization
reduces its antitumoral activity; 4) the tumor cells
modulate the regulatory effects of SFA through
endocellular enzymes liberated by cell death in-
duced by the cytotoxic action of SFA ilself. These
results suggesl that in the absence of the inhibi-
tory effect of SFA, the tumor cells which remain
viable con now proliferate actively due to enzyme
stimulation. In conclusion, the regulatory function
of the conneclive tissue on the proliferation and
viability of tumor cells would depend on the mo-
lecular constitution of SFA.
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