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Resumen Durante el crecimiento de los tumores el papel del sistema inmune es con-

trovertido, y a pesar de las grandes expectativas en poder estimularlo para
que fuera eficiente en el rechazo de los mismos, esle objetivo aln no se ha cumplido.
En esle revisidn se resumen y se analizan los estudios inmunologicos realizados con mo-
delos de tumores murines en nuestro laboratono. Nosotros hemos trabajado con tumo-
ras de mama murinos, y en nuestros primeros estudios hemos determinado que el siste-
ma inmune de los portadores de tumor durante las primeras etapas de su evolucion re-
conoce en forma especifica los antigenos tumorales, y que sus linfocitos estan activados
para respuestas de hipersensibilidad retardada in vivo e in vitro y angiogénesis linfocitaria,
Sin embargo, esta funcionalidad no se correlaciona con los mecanismos efectores de re-
chazo tumoral. El reconocimiento y aclivacion linfocitarias desaparecen a medida que el
tumor crece. Las células tumoralas y linfocitos del portador de tumor secretan factores
solubles que exacerban el crecimiento tumoral y metastasico. Las poblaciones de
neutréfilos y mastocitos también se encuentran alteradas durante el crecimiento del tu-
mor. Postulamos que las células tumorales secretan factores que inducen poblaciones ce-

lulares a producir inmunosupresores que favorecen el desarrollo del mismo tumor.

La posibilidad que un individuo desarrolle sus
propios mecanismos de defensa para prevenir y
rechazar células tumorales es la meta de la
inmunologia tumoral.

Cuando a fines del siglo pasado, Wilkam Coley
intentd tratar pacientes oncoldgicos con exirac-
tos bacterianos, se basd en un nuevo concepto
general que presuponia que los tumores de al-
guna manera podian ser vistos como extrafos, y
que si el sistema inmune estaba lo suficientemen-
te activado, podria rechazarlos. En ese entonces
no se conocia nada acerca de la naluraleza de
los antigenos ni de las células que mediaban ya
sea el reconocimiento o la activacion inmunold-

gica.

Direccidn postal: Dra. Siodobanka Kisin. Ansa investigaciin,
Instituo de Oncologia Angel H. Rolto, Av. San Martin 5481, 1417
Buenos Aires, Argentina.
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En 1908, Paul Ehrlich propuso la primera teo-
ria de reconocimiento inmunolégico. Ehrlich su-
ponia la existencia de moléculas polimériicas, los
anticuerpos, que actuarian como balas magicas
debido a su especilicidad para anligenos exfra-
fios. La ventaja de estas balas magicas es que
podian actuar, tanto contra antigenos micro-
bianos como conlra antigenos de células tumo-
rales, y por tanto servir como agentes terapouti-
COS.

La inmunoclogia tumoral surge como disciplina
en la década del 50, con la aparicidn de las ce-
pas de ratones endocriados en los que podian
transplantarse tumores que el sistemna inmune po-
dia reconocer.

El conocimiento adquirido con el uso de las va-
cunas antivirales se quisc aplicar en terapias
oncolégicas. Como la antigenicidad de los tumo-
res espontdneos es mas heterogénea que en los
inducidos por virus, se intenld entonces con lera-



pias tendientes a aumentar la reactividad del sis-
tema inmune. Hasta hace algun tiempo, los resul-
tados de las llamadas inmunoterapias inespe-
cificas, no fuaron demasiado promisonas’?,

En el Instituto de Oncologia Angel H. Roffo, a
comienzo de la década del 60, la Dra Rosa R. de
Pirosky cred el Servicio de Quimica Biologica
donde desarrollé técnicas y estudios inmu-
noquimicos de suero y proteinas patologicas de
pacientes portadores de tumor de mama, mielo-
mas multiples y macroglobulinemias, y tralé de ca-
raclerizar antigenos de leucocitos de leucemias’.

Antigenos lumorales

La inmunologia tumoral se fundamenta en la
existencia de nec-antigenos presentes en las ce-
lulas tumorales y ausentes o no en las células nor-
males, llamados antigenos asociados al lumor
{AAT), que el sistema inmune del huésped es
capaz de reconocer como no propios y efectivizar
su rechazo in vivo. El concepto de la inmunidad
antitumoral surge de los experimentos realizados
con ratones a los que se habia inducido tlumores
con cancerigenos guimicos. Cada lumor expre-
sa un antigeno particular que protege al animal
del desatio con ese mismo tumor, pero No si son
inoculados con un tumor diferente, ain inducido
por &l mismo carcindgeno™ &

Entre los antigenos AAT podemos destacar: a)
antigenos oncolelales, que se encuentran normal-
mente en células fetales pero no en lejidos adul-
tos del mismo origen, entre ellos las a-fetopro-
teinas y antigeno carcinoembrionario”; b) anti-
genos virales; c) antigenos de diferenciacion, que
fueron definidos por Old y Boyse para las célu-
las leucémicas y que estan presentes sélo en al-
gunos estadios de la diferenciacién celular; e)
productos de oncogenes mutados o reordena-
dos®*,

La inmunidad celular a antigenos tumorales en
modelos experimentales se detectd tanto in vivo
come in vitro''¥, En nuestro laboratorio, utilizan-
do modelos experimentales murines de tumores
de mama transplaniables, tratamos de delectar
si &l sistema inmune del huésped portador de tu-
mor era capaz de reconocerio, activarse y produ-
cir respuestas durante las distintas etapas de la
evolucion del lumor transplantado. Los tumores
utilizados mostraron respuestas de Hipersensibi-
lidad Retardada ( HR), MIF y translerencia de HR

33

INMUNORREGULACION DEL TUMOR

especificas con esplenocitos, durante las prime-
ras etapas de su desarrollo™.

Vigilancia inmunoldgica, escape, lolerancia,

i Por qué si los tumores son reconocidos por
&l sistema inmune escapan a su control? La re-
lacién huésped-tumor es una relacion dinamica en
la que participan una serie de factores algunos
de ellos con efectos antagdnicos.

Varias tecrias tratan de explicar la relacién
huésped lumor.

La teoria de la vigilancia inmunoldgica o la
inmunosurveillance propuesta por Burnel™ postula
que el sistema inmune del huésped, a través de
sus linfocitos, puede reconocer y destruir células
no propias o propias modificadas, como es el
caso de las células tumorales, y propone que la
inmunidad seria efectiva frente a un grupo peque-
fo de células. El crecimiento de un tumor sdlo
puede explicarse enlonces por una falla en la
respuesta inmune, o por un escape a su vigilan-
cia'. Los datos que avalan la leoria de la vigi-
lancia inmunaldgica se observan durante la
oncogénesis de los tumoras inducidos por virus
y algunos cancerigenos quimicos® '®, Segln esta
teoria, los tumores en ratones y pacientes
inmunosuprimidos deberian ser mas frecuentes.
Observaciones on ratones nude, atimicos, no
avalan esta teoria de la inmunovigilancia. En una
axtensa revision de las neoplasias espontdneas
y metastasis en estos ratones, se observd que
pese a ser inmunodeficientes la incidencia de tu-
mores y metastasis no era mayor gue en rato-
nes inmunocompetentes’”. En pacientes inmu-
nosuprimidos sélo se observd mayor incidencia de
canceres iales como linfomas, sarcoma de
Kaposi, y algunos tumores de piel™.

El escape a la vigilancia o accién del sistema
inmune $& produce cuando el equilibno entre los
factores favorece el crecimiento tumoral,

El mecanismo de sneaking through o pasaje
furtivo sostiena que las células tumorales son fun-
damentalmente células normales modificadas que
aparecen en nimero pequeno, y como el sistema
inmune es incapaz de detectarlas, el tumor pue-
de entonces crecer. Cuando éste adquiere un ta-
mafio como para que el sistema inmune pueda
reconocerlo, la aclividad antitumoral no alcanza
para destruirlo". La tolerancia puede ser provo-
cada por exposicion neonatal a un antigeno, como
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es el caso de los antigenos de diferenciacion
oncofetales, presentes en algunos tumores. La
presentacion de los antigenos en dosis
tolerogénicas, dosis altas o muy bajas, puede
asimismo inducir tolerancia®,

Los tumares son conjuntos heterogéneos de
células enfre las que puede haber subpoblaciones
gque poseen diferente expresion de antigenos.
Puede existir una presidn ejercida por el sisterma
inmune que reconoce sdlo a algune de ellos y no
a ofros, produciéndose asi una seleccion clonal®
o presién por el sistema inmune gue modularia
el tenatipo de las células que van a proliferar

Estudios realizados por Hammond et al®. su-
gieren una modulacidn mediada por el sistema in-
mune sobre la regulacién de la progresion tumoral
in vivo, demostrando asi que el grado de diferen-
ciacion tumoral esta relacionado con la inmu-
nocompetencia del huésped. La inmunodepresion
favorecaria el mantenimiento del estadio de di-
ferenciacion, mientras que la reactividad narmal
o elevada del sisterna inmune estaria asociada
a una progresiva desdiferenciacion.

Los tumores tambien son capaces de producir
factores inmunosupresores y liberarlos al medio
¥ a la circulacidn. Entre estos se encuentran las
prostaglandinas y los factores de crecimiento, que
podrian actuar sobre otras células o inducir la li-
beracidn de otras citoquinas supresoras, tales
como el TGF®. Este factor inhibe una gran can-
tidad de funciones de macrdfagos y linfocitos,
puede inducir en los tejidos del huésped la pro-
duccion de citoguinas inmunosupresoras y de
otros factores de crecimiento paracrinos®,

La mayoria de los tumores espontaneos y
experimentales son no inmunogénicos®. En nues-
tro laboratorio desde hace varios anos realizamos
astudios con un adenocarcinoma de mama
muring (M3) aparecide espontaneamente en
nuastro Bioterio y con otro tumor proveniente de
la Academia de Medicina (S13), ambos con ca-
pacidad metastdsica en pulmén. Estudios de
inmunogenicidad por cirugia, en etapas tempra-
nas del crecimiento del tumor M3 y posterior de-
safio con el misme tumor, mostraron que éste era
muy poco inmunogénico adn cuando respuestas
dae HR in vivo e in vitro eran positivas. A pesar
de estas respuestas de reconocimiento, el creci-
miento del segundo tumor estaba exacerbado y
el nimero e incidencia de metastasis pulmonares
aumentados®™,
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La falta de respuesta inmune en ratones por-
tadores de tumor avanzado fue descripta por di-
versos autores y en distintos modelos tumorales,
A este fendmeno se lo denomind “eclipse™”. Nu-
merosos trabajos™ * describen la supresion es-
pecifica de los linfocitos a medida que los tumo-
res crecen.

Nosotros observamos en portadores de tumor
avanzado, que las respuestas de HA, MIF y la
transferencia de HR especificas estaban suprimi-
das™. Esta falta de respuesta puede deberse tan-
1o a exceso de antigeno circulante como a anti-
cuerpos blogueantes, complejos antigenc anti-
cuerpo o células T supresoras. En el tumor 513,
la falta de respuesta pudo revertirse por trata-
miento de elucion acida de los linfocitos de por-
tador de tumor avanzado, indicando que los fac-
tores supresores estarian unidos a las membra-
nas de los esplenocitos™. Si bien los linfocitos de
bazo de portadores de tumor avanzado estaban
“eclipsados”, los linfocitos periféricos circulantes
no estaban suprimidos para estas respuestas™,

Resumiendo, los tumores M3 y S13 mosira-
ron ser antigénicos pero no lo suficientemente
inmunogénicos como para inducir respuestas de
rechazo especificas al crecimiento de un segun-
dao tumaor.

Actividad de factores solubles del bazo y de
células tumorales

Se estudiaron los factores solubles provenien-
les de linfocitos de bazo de portadores de tumor
pequefio y grande que, al ser inoculados en for-
ma intraperitoneal (ip), exacerbaban el crecimien-
to de tumores en forma especifica. Esta estimu-
lacién desaparecia después de las 24 horas de
la extirpacién guirdrgica del tumor pequefoc. La
exaltacidn del crecimiento del tumor por sobre-
nadantes de esplenocitos era especifica y media-
da por linfocitos T y B para el tumor pequefio™,
mientras que en el tumor avanzado estaba media-
da sdlo por linfocitos T. (Tabla 1)

Se ha postulado que la liberacidn de antigenos
de superficie de la célula tumoral o el desprendi-
miento de complejos antigeno-anticuerpo interfie-
ren con la respuesta inmune antitumoral. El me-
canismo de accidn involucraria un bloguao fun-
cional del receptor para el fragmento Fc de la IgG
presente en las células NK o la induccién de ce-
lulas con funcidn supresora™.



¥a que se habia observado previamente
que la exacerbacidn temprana podia estar aso-
ciada a linfocitos B, se midieron los complejos
mmunes circulantes (CIC) en suero a distintas
etapas de portacion del tumor®. A los 7-9 dias
de porlacidn del tumor se observd un aumento
significativo de los CIC, Cuando éstos fuercn ais-
lados ¢ inoculados junto con células tumorales se
observa un aumento especifico del crecimiento
tumaral, y los cortes histologicos del tumor mos-
traron un aumento del indice mitdtico de las ce-
lulas tumorales®,

Ha sido descripto™ % que las células tumorales
producen factores angiogénicos que inducen la
formacion de neovasos. Estos son utilizados tanto
por las células tumorales para nutrirse y dise-
minarse, como por las células del sistema inmu-
ne para llegar al tumor. Se sabe que también
finfocitos normales en raiones alo o semialo-
geneicos producen una respuesta neovascular,
denominada angiogenesis inducida por linfocitos
{ LIA j. Demostramos que linfocitos singeneicos
de portadores de tumor eran capaces de inducir
una respuasia angiogénica similar a la respues-
ta producida por linfocitos alogeneicos, a la que
se denomind angiogénesis inducida por linfocitos
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singeneicos SLIA*. Estudios realizados con
sobrenadantes de células esplénicas de portado-
res de tumor tenian actividad angiogénica on
combinaciones singeneicas. Esta actividad de
producir neovascularizacién fue detectada en
portadores de tumor precoces y avanzados, asi
como también con sobrenadantes de linfocitos de
ex portadores de tumor avanzado, pero no de
tumor precoz’.

Algunos autores mosftraron que antigenos lu-
morales solubles o material proveniente de célu-
las tumorales tienen un papel importante en da-
far la respuesta inmune tumoral especifica™*,
Estudiamos el efecto de productos provenientes
o libarados por células del tumor M3 sobre la
aparicion de melastasis. Extractos solubles
tumorales (ETS) inoculados ip en ralones opera-
dos del tumor primario en estadio precoz, prove-
caron una mayor incidencia de metastasis
pulmonares. Este mismo efecto de aumenlo de
metdstasis post-quirirgicas se obtenia con la ino-
culacién de medios condicionados de células
tumorales en cultivo o de células tumorales fija-
das con formol (Tabla 2). Mediante la esple-
nectomia simultdnea con la extirpacién del tumor,
se demosird que las células del sistema inmune

TABLA 1.- Aclividad bioldgica de los sobrenadantes de cultivo de células esplénicas

Sobranadantas Exacerbacidn  Fracciones Subpoblaciones  Angiogénesis  Subpoblacionas c
de cultive do turmoral exacerbadoras  clactividad (SLIA) angiogénicas [
24 h da baso Seph G100  exacerbadora c

Portador o
wmol procos + F1+ T+ + T+ +
(220-250Kd) no-T +
Portadar de
wmod avarrado - Fls T+ “ T+ =
F2 «
{100-10Kd)
Ex-ponador
WETWOF precos” — - - — -_
')
Ex-portauor
wmor avanzado® + F1+ T+ + T+

* la clrugia se realizéd 7-10 dias post-trasplante (lumor precoz, didm. < 10 mm).
* la cirugia se realizd 18-20 dias post-irasplante (tumor avanzado, diém. > 20 mm) después de 15 dias posi-cirugia

desaparecia la actividad exacerbadora.
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mediaban esta exallacién de metastasis, ya que
en estos animales esplenectomizados, operados
e inoculados con ETS, se inhibia la exaltacion
de metastasis*’. Cuando los esplenocitos de ani-
males operados e incculados con ETS fueron
transferidos a animales operados, también se
observéd que estimulaban la aparicién de metas-
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tasis (Tabla 3). Ademas, estos esplenccitos esta-
ban inhibidos en su capacidad para transferir res-
puestas de HR especilicas®.

De nuestros estudios podemos deducir que,
tanto las células tumorales como los linfocitos de
portadores de tumor, al igual que factores pro-
ducidos o inducidos por ambos, son capaces de

TABLA 2.— Meldsiasis pulmonares en animales operados de su tumor primario M3 post-tratamiento antigenico

Tratamiento Dosis Arimales con metdslasis % P
nftotal**

Control (PBS) 9/26 25

ETS M3 200 pg 19/26 73 < 0,005
CT M3 formalizadas S5x 104 1519 78 < 0.005
S0 CT M3 200 pg 16/23 70 = 0,005
Es drganos normales 200pg anz 3 M.S.
ETS M2*** 200 pg 5/14 s NS
Gldbulos rojos de camero 108 anz2 . M.5.

* Significacidn con respecto al control calculada por el test de Chi cuadrado.

** Los ratores fueron operados a los 10 dias del implante del tumor primario. El tratamiento se realizd a los dias 2 y
4 posl-cirugia, y la cuantificacién de metdstasis al dia 30.

*** }2: Tumor de mama no relacionado, como control de especificidad tumoral. ETS: Extracto tumoral soluble. CT:
Células umorales. So: Sobrenadante de cultivo de 24 h. ES: Extracto solubla,

TABLA 3.— Incidencia de meldsiasis en animales oparados de su tumor primario yo esplenectomizados lralados
con axfracto fumoral solubde (ETS) (1)

Tratarmiento Animales con metastasis Metdstasis por pulmdn
nfotal % X+ ES

Sham-esplenactomizados 12/32 38 43 17
Esplenectomizados (2) BfAs 26 26+ 16
Sham-esplenectomizados +

200 pg ETS M3 (3) 2831 BO* 25+18
Ezplenectomizados +

200 pg ETS M3 12/35 34 6019
Sham-esplenactomizados +

200 pg ETS M2 2112 17 45224
Esplenectomizados +

200 pg ETS M2 312 25 3019

* p < 0,005 con respecio a los olfos grupos experimantales. Mo hay diferencias significativas entre los atros grupos,
(1) Los ratones fusron operados a los 10 dias del implante tumaral y sa cuantificaron las meldstasis a los 30 dias
post-cirugia. (2) La esplenectomia fue realizada simultdneamente con la tumorectomia, (3) ETS fue inoculado a los
dias 2 y 4 post-cirugia.
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exacerbar el crecimiento tumoral yfo metastésico.
Postulamos gue la portacién del tumor modula al
sizsterna inmune hacia la inmunosupresion.

Como mencionamos anteriormente, se cono-
ce desde hace tiempe que los tumores promue-
ven la produccién de factores inmunosupresores
y la activacion de macrafagos y linfocitos con fun-
cion supresora*® *. Mas recientemente, se demos-
trd gue los tumores son capaces de producir
citoquinas supresoras®™ y proteasas que neutrali-
zan la actividad de las citoquinas secretadas lo-
calmente®, asi como de inducir alteraciones en
la estructura del receptor gque, de esta manera,
transduce senales anormales*. La supresidn in-
ducida por el tumor generalmente es sislémica,
aunque aparece antes dentro del tumor mismo y
en los ganglios drenantes. Después de la produc-
cion de faclores quimioatractantes los tumores
pueden ser invadidos por distintos tipos de
leucocitos, que alli se sensibilizan,

Para estudiar la respuesta del huésped a fac-
tores liberados por la célula tumoral, utilizamos
como modelo la implantacién de cdmaras de di-
fusion (C0) inoculadas con células tumorales, En
este modelo la relacidén huésped tumor se produ-
ce solo a través de los factores solubles, ya que
no hay contacto directo célula tumoral-célula del
huésped (Fig. 1).

Las células tumorales en CD eran capaces de
activar linfocitos del huésped para producir res-

CAMARA DE DIFUSION

.

——— orificio de
llenado

millipore
0,22 um

— millipore
/ 0,22

Fig. 1
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puestas de HR especificas, en tanto que los
esplenocitos de los portadores de CD inducian
angiogenesis linfocitaria y transferian HR en for-
ma especifica®® (Tabla 4). Ademas, para estudiar
si la liberacion de factores sclubles de la célula
tumoral M3 creciendo en CD modulaba el creci-
miento de un lumor inoculado posteriormente,
desafiamos con células M3 en forma subcutanea
(sc), y se observé una exacerbacidn del creci-
miento tumoral*®, También se observd que el
huésped portador de CD con células M3 modifi-
caba significativamente su respuesta hematold-
gica. Los ratones presentaban una inversion de
férmula, neutrofilia sin leucocitosis, linfopenia, y
aumento de mielocitos circulantes®™. También
observamos una atraccion de neutrdfilos que se
adherian a las caras externas de las membranas
de las CD. En los ratones portadores de CD con
células M3 y en animales inoculados por via sc
con células recuperadas de CD, se observo una
acumulacidn de linfocitos en los pulmones®’.

La atraccidén de neutrdfilos alrededor de fa CD
junto con las observaciones de médula dsea, nos
sugirieron estudiar la produccién de factores
hematopoyéticos por las células tumorales. Resul-
tados preliminares mostraron que los medios con-
dicionados de células M3 contienen GM-CSF, que
podria actuar como factor de crecimiento autd-
crino. Las células tumorales, cuando crecen in
vitro, tienen menos requerimientos que sus con-
trapartes normales. Esto se deberia entre ofras
causas, a que son capaces de sintetizar factores
de crecimiento que actdan en forma autocrina®,
Tal vez la produccidn de GM-CSF y de otros fac-
tores podria resultar de una adaptacion al creci-
miento en cultive de las células M3. Por otro lado,
se ha descripto® que el GM-CSF podria ademas
actuar activande una poblacién de macrdfagos
supresores.

Muestros resultados con los faclores solubles
de las células tumorales, nos permiten proponer
que las células tumorales en crecimiento modu-
larian algunas respuestas inmunes del huésped,
activando linfocitos esplénicos para reacciones
tales como DTH, SLIA, etc. Al no observar nin-
guna actividad antitumoral sino, por el contrario,
la exacerbacién de crecimiento tumaoral y metas-
tasico, supusimos que tanto el tumor y tambien
los factores solubles producidos y liberados por
el mismo favorecerian la proliferacion o activacion
de una subpoblacion de linfocitos y/o de otras
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TABLA 4.— Eslimwacion de linfocitos por portacion de camara de difusidn

Fuente de linfocitos Engrosamiento almohadilla plantar (mm) Vasos/mm?® de piel
HR SLIA
X+E5 (n) X=ES (n) P
Bazo CD-CT M3 + ETS 0,19 + 0,003 (B) 250 £ 0,52 (13)
Bazo CD- CN + ETS 0,10 £ 0,03 (8) 145 £ 027 (10) < 0.001

células del sistema inmune (g); los neutréfilos) que
tendrian funcién supresora.

Radicales libres de oxigeno y de nitrdgeno y la
activacidn linfocitaria

Los radicales libres de oxigeno o especies
reactivas del oxigeno (ROS) son producidos
fisioldgicamente durante el metabolismo del oxi-
geno moelecular (0,). Una superproduccion de es-
tos metabolitos puede alterar, dafiar o matar cé-
lulas, ya que son allamente téxicos y reactivos.
De hecho, células como los macréfagoes y los
neutrdfilos liberan estos metabolitos en zonas
inflamatorias para eliminar las células blanco. La
interaccidén con macromoléculas como los acidos
nucleicos, lipidas, proteinas o hidratos de carbo-
no, puede influir sobre el rol celular de éstos y
causar alteraciones en las funciones celulares. La
produccién descontrolada de ROS pone a la ce-
lula en situacion de estrés oxidativo y causa una
falla en los sistemas antioxidantes que los con-
trolan. Dentro de éstos estan principalmente las
vitaminas E, C y A, el glutation y las enzimas
superdxido dismutasas (SODs), catalasa (CAT) y
las glutatién peroxidasas®. Frecuentemente las
defensas antioxidantes estan disminuidas en pa-
tologias como el cdncer, detectandose aumento
de ROS™ *, Se demostrd que tanto AOS como
el perdxido de hidrégeno actian como regulado-
res de la activacion T y de la produccion de IL2
en linfocitos murinos™, asi como en la prolitera-
cidn de otros tipos celulares®,

Dados los antecedentes de la produccidn de
ROS durante la portacién de tumores y su activi-
dad moduladora de la respuesta mediada por
linfocitos T, en nuestra laboratorio estudiamos el
rol de los ROS en la activacién de linfocitos para
inducir la respuesta angiogénica (SLIA). La admi-
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nistracién de antioxidantes a ratones portadores
de tumor, inhibié la SLIA asi como la incidencia
metastasica. Se observd que los bazos de los
animales portadores de tumor tenian aumentada
la peroxidacién lipidica, indicador de estrés
oxidativo. Sumado a esto, se determind la activi-
dad de las enzimas ¥ CAT, encontrandose
gue existe en este drgano un desbalance a favor
de la SOD, lo que impediria que el perdxido de
hidrégeno fuera totalmente eliminado. En los ba-
zos de ratones portadores de tumor, estas dife-
rencias SOD/CAT se encuentran acentuadas. En
axparimentos realizados in vitro, se logrd activar
linfocitos mormales en medios productores de
ROS. Ensayos posteriores definieron al perdxido
de hidrégeno como la molécula clave para esia
actlivacion linfocitaria. Finalmente se observd que
la administracion in vivo de perdxido de hidrége-
no o drogas capaces de producir ROS, estimula-
ron la respuesta SLIA en forma andloga a la in-
ducida por las células tumorales®™.

La conversién de L-arginina a dxido nitrico
{ON), catalizada por la enzima dxido nitrico sin-
tetasa (NOS), es necesaria para la citotoxicidad
inducida por macrofagos contra ciertas lineas de
células tumorales™ *'. Esta enzima no esta pre-
sente en células en reposo, sino que las células
deben inducirla para gque se exprese. Las
citoguinas y/o LPS son capaces de activar la
NOS. La induccién de esta enzima en diferantes
células desencadena reacciones responsables de
sus efectos biologicos intracelulares tales como
relajacién del misculo liso vascular, inhibicion de
la adhesion y agregacion plaquetaria, inhibicion
de la quimiotaxis de neutrdfilos, etc™ ™. El ON es
un potente citostatico y citotdxico; tiene actividad
inmunorregulatoria in vitro e in vivo y demostrd
ser un potente inmunosupresor enddgeno de la
actividad de los macrofagos y linfocitos, que se



anula con el agregado de inhibidores de la NOS®.
A pesar que los macrofagos representan la fuente
prncipal de ON, los linfocitos también pueden
groducirlo. Se demosird que la inmunosupresion
detwda al tumor tambien podria estar mediada por
ON, ya sea por su electo antiproliferativo sobre
ies Iinfocitos o indirectamente, por la induccion de
& NOS por el tumor anulando la capacidad de la
respuesta de los linfocitos. Se observé que los
Wrdocitos sufren apoptosis inducida por su propio
OM contribuyendo a la desregulacion de las re-
acciones inmunes® *,

En sintesis, en tumores experimentales astu-
damos el papel del ON y de la NOS sobre la pro-
gresion tumoral, meldstasis y angiogénesis, asi
como sU actividad sobre las dislintas respuestas
mmunes, en diferentes elapas del crecimiento
wnoral.

Mastocitos durante &l crecimiento tumoral

La presencia de mastocitos en el tejido
conectivo peritumoral fue reconocida ya desde la
descripcion de este tipo celular por P. Ehrlich en
& siglo pasado.

Los mastocitos peritumorales representan uno
de los componentas celulares de la reaccién
mflamatoria local que acompafia a la neoplasia.
Este infiltrado es considerado como un indicador
local de la respuesta activa del huésped contra
&l tumor. Sin embarge su significado funcional no
es claro. Incluso caracteristicas del infiltrado ta-
kes como ausencia, presencia, grado de extension
y lipos celulares identificados han dado lugar a
resultados contradictorios en cuanto a su impli-
cancia en la sobrevida ¥-*, En nuestro labora-
wono, se estudid &l comportamiento de mastocitos
durante la evolucién de diversos tipos de tumo-
mes mamarios murinos. Todos los tumores mos-
traron capacidad para reclutar mastocitos en el
teido conectivo peri-tumoral e inducir proliferacién
y degranulacion de los mismos®™.

Con el proposito de estudiar el significado fun-
conal de esta asociacion, ratlones BALB/c fueron
moculados con células tumorales M3 solas o con-
juntamente con mastocitos de cavidad peritoneal
de ratones normales o portadores de tumor. La
mcidencia tumoral fue significativamente menor
en el grupo coinoculado con células tumorales y
mastocilos normales respecto de los otros grupos.
En cultivos primarios del mismeo tumor a los que
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se agregd mastocilos de ralones normales, se
observd inhibicion del crecimiento de las células
tumorales, Estudios histogquimicos mostraron que
al 90% de les mastocitos normales son ricos en
heparina mientras gue sdélo el 30% de los
mastocitos de los ratones portadores de tumor
conlienen este glicosaminoglicano. El tumor es-
tudiado expresa receplores para heparina™ y
este glicosaminoglicano fue capaz de inhibir su
crecimiento in vitro™. Estos datos llevan a inter-
protar que la presencia de mastocitos peritumo-
rales en este modelo experimental, refleja efec-
tos de la interaccién huésped tumor a nivel celu-
lar. La capacidad del fumor de reclutar mastocitos
implica conlar, en la perileria tumoral, con una
célula que constituye fuente de diversos media-
dores activos y modulables. Los electos que es-
tos mediadores puedan tener sobre la evolucion
tumoral depende por un lado de la combinacidn
de mediadores solubles, producto de la
degranulacién de mastocitos y, por el otro, del
fenotipo tumoral®®.

Ademds de su asociacion con el tlumor prima-
rio, los mastocitos fueron identificados en ganglios
linfaticos drenantes de tumor. Exisle una exten-
sa especulacion bibliogralica concerniente a la
relevancia de los cambios en la histoarquitectura
de los ganglios linfalicos regionales durante la
evolucidn neoplasica®™ 77,

Durante estadios tempranos de la evolucidn
tumoral, los cambios observados en el medio-
ambienie de los ganglios regionales no metas-
tasicos, muesiran signos caracleristicos de res-
puesta inflamatoria®.

Nuestro grupo esludié el porcentaje de
mastocilos presenies en ganglios linfaticos
drenantes de dos adenocarcinomas mamarios
murinos con nula y alta capacidad metastasics
espontanea en ganglios linfaticos regionales { M2
y MM3, respectivamente). Se observo una dismi:
nucién significativa en el porcentaje de mastocitos
a nivel ganglionar. Esta disminucidn fue mayor er
la linea tumoral metastasica ( MM3) con respec
to a la no metastasica. La respuesta inflamatoriz
ganglionar fue también mas llamativa en la line:
motastasica. Estos resultados se obtuvieron pre
vio a la invasién ganglionar, ya que los estudio:
se realizaron en una etapa muy precoz de |
portacion del tumor™.

A partir de estos hallazgos consideramos que
el grado de eventos inflamatorios ganglionare:
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observados en etapa tan precoz de la evolucién
tumoral esta en parte determinado por el fenotipo
del tumor. La degranulacién de mastocitos se
correlaciona con el mayor grado de invasion
tumoral y crecimiento metastasico™.

Inmunoterapia

El objetive de la inmunoterapia antitumoral es
aumentar la respuesta inmune especifica o
inaspecifica del huésped para erradicar las célu-
las tumorales en crecimiento.

Estimwlacidn no especifica

Los primeros intentos de inmunoterapia fueron
desarrollados por W. Coley, en los anos 1890.
Estos intentos consistieron en la estimulacion no
especifica usando terapias con inoculaciones de
productos o toxinas bacterianas tales como BCG,
Corynebacterium parvum, etc. Estos agentes
estimulaban el sistema inmune en forma ines-
pecifica, modulando especialmente reacciones
mediadas por macrdfagos®. Estas terapias se
conocen como adyuvantes y si bien solas son
incapaces de eliminar al tumor, se utilizan como
complemeantarias.

Con el descubrimiento de las citoquinas y gra-
cias al desarrollo de la ingenieria genética, surgié
la posibilidad de emplearlas en concentraciones
apreciables y de gran pureza. Los tratamientos de
activacion del sistema inmune mediante citoquinas
no eran especificos, y fueron aplicados general-
mente en forma local. Repetidas inoculaciones de
citoguinas tales como IL 1, IL 2, IL 3, TNF, IFNy,
podian producir fuertes reacciones de rechazo
tumoral en ratones™, pero su uso en pacientes re-
sulté de relativa efectividad ya que las dosis ne-
cesarias para oblener respuestas resultaron toxi-
cas y con muchos efectos colaterales.

En nuestro laboratorio, se hicieron algunos in-
tentos de inmuncterapia tratando ratones porta-
dores de tumor pequefio u operados con cito-
quinas tales como el TNFa e Interferon ¥ en for-
ma conjunta o separados, inoculados por via intra
o peritumoral, obteniéndose una disminucion de
metastasis postquirlrgicas. Las citoquinas sdlo
tenian efecto sobre el crecimiento del tumor pri-
mario cuando se administraban conjuntamente
con un inhibidor de la sintesis de poliaminas
como el DFMO™,
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Aumenio de expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC)

Los linfocitos T citotoxicos deben reconocer los
antigenos tumorales en el contexto del MHC. La
mayoria de las células tumorales no expresan
MHC en su superficie o, si lo hacen, es en forma
muy deficiente o alterada. Muchas terapias se
han basado en aumentar la expresion de los
antigenos del MHC™- ™.

Para una respuesta tumoral eficiente seria
necesaria la colaboracidn de los linfocilos T helper
(Th), gque producen una serie de linfoquinas im-
portantes en la respuesta de rechazo tumeral™,
Para la activacion de los Th , la célula presenta-
dora de antigeno debe hacerlo en el contexto del
MHC 1L

Hemos intentado obtener respuestas antitu-
morales, tratando de modificar las membranas de
las células tumorales con hemisuccinato de
colesterol, que aumenta la microviscosidad lipi-
dica de las membranas celulares y permile pre-
sentar mejor los antigenos tumorales y los MHC.
Si bien observamos una mayor cantidad de
epitopes glicoproteicos, que las harian mas
antigénicas, no hemos logrado con las dosis uli-
lizadas una inmunizacién efectiva luego de su

La interaccién huésped tumor es una inte-
raccion activa. Si bien el tumor es capaz de in-
ducir la produccion de factores estimuladores de
su propio crecimiento o de liberar factores que
activan poblaciones celulares del sistema inmu-
ne, a su vez el huésped es capaz de modular &l
crecimiento y las caracteristicas fenotipicas de las
celulas tumorales®.

Hemos descripto la modulacion del crecimien-
to tumoral por el sistema inmune. Es fundamen-
tal tener en cuenta que el crecimiento tumoral y
las respuestas inmunes no son el resultado de la
accion del sistema inmune aislado, sino gue esta
influido por otros sistemas homeostaticos del

huésped (Tabla 5).

La respuesia inmunoldgica como mecanismo
homeostdtico

El sistema inmunoldgice cuenta con numero-
sos y eficientes mecanismos de autorregulacidn,
que le confieren un alto grado de autonomia fun-
cional. La perturbacién de la homeostasis por



TABLA 5. — Estimulacion de! cracimianto tumaral y
motdstasico

Factores solublas del bazo

Factores solublas de células tumorales
Complejo inmunes circulantes

Células tumarales formolizadas

Células lumorales en camara de dilusion
Células tumorales espacificas

Arginina (precursor de ON)

Disminucion de melastasis y/o crecimiento turnaral

Esplenectomia

Mastocitos normales

Tratamiento con TNF a IFN &
Tratamiento con Inhibidores de ROS

necantigenos y/o antigenos propios esta bajo
control neuroenddcring®. La presencia do vasos
sanguineos y nervios en el tejido linfatico, permi-
te el intercambio de informacidn a través de se-
fiales transmitidas por moléculas difusibles y re-
ceptores comunes entre sislemas con alto grado
de autonomia funcional® ™. Asi las células del
sistema inmunolégico son target y fuente de pro-
ductos neurcenddcrinos. Por su parte, el sistema
nervioso muestra receptores para algunos tipos
de citequinas; asi bajo ciertas condiciones de ac-
tivacion, ltambién neuronas y células de la
neuroglia son fuente de citoquinas®™.

Nuestro grupo de trabajo describid la modula-
cion del patrén puberal por un tumor singeneico
y por extracto timico. Cuando se transplanté tu-
mor a ratones hembra durante la transicion de
prepiberes a pdberes, se modificd el sistema
neurcendocring del huésped. El patrdn de madu-
racion soxual (evaluado a través de fendomenos
estrégeno dependientes: apertura y primera
cornificacién vaginal) mostré un retraso en por-
tadores de tumor con respecto al control. Esta
diferencia no se observd cuando los portadores
de tumor recibieron extraclo timico. Asi, en esle
modelo, un estimulo singeneico que indujo modi-
ficaciones a nivel endocrino, fue aparentemente
revertido por un extracto timico®.
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También en nuestro laboratorio se estudid la
cantidad de mastocitos presentes en cores
histolégicos de cancer de mama de pacientes en
estadios | y |l. Estas fueron agrupadas, de acuer-
do a su estade hormonogonadal, en postmeno-
péusicas y con ciclo menstrual conservado. La
cantidad de mastocitos fue significativamente
mayor en pacientes con ciclo conservado. A su
vez, dentro de este estado hormonogeonadal,
maostraron mayor cantidad de mastocitos aquellas
pacienles que fueron operadas de su lumor pri-
mario en la fase pariovulatoria del ciclo menstrual.
Es conocido que el cancer de mama tieno peor
prondstico en las premenopdusicas. Estos resul-
tados preliminares permiten considerar que la bio-
logia del huésped en el momenlo de la cirugla
mamaria puede influir en la evolucidn postqui-
rurgica™,

Consideraciones finales

Los linfocitos T tienen un rol central en la res-
puesta inmune a tumores tanto en ratones como
en humanos. En la actualidad se intenta modu-
lar la respuesta inmune a los tumores de mane-
ra de conseguir respuestas electivas y capaces
de ser generalizadas al mayor numerc posible de
tumores.

El conocimiento de los mecanismos mediante
los cuales interactian las células tumorales con
el sistema inmune del huésped, permitird inter-
ceptar alguno de los pasos que facilitan el creci-
miento tumoral asi como activar aquellos nece-
sarips para el desarrollo de una respuesta
antitumoral mas efectiva.

Creemos que con los desarrollos actuales, los
enfoques multidisciplinarios, el mayor conocimien-
to de la naturaleza de los antigenos tumorales,
mejor monitoreo de las repuestas inmunes y la
mayor pasibilidad de interpretarlas y/o manejar-
las podremos revertir el concepto de que “la can-
cerologia ha hecho mas por la inmunclogia
tumaral que la inmunologia por el cancer”.
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Summary

immunomodulation of muring mammary tumor
growth

The function of the immune system during
tumor growth is very controversial. Although there
were great hopes that a proper stimulation of im-
munity would erradicate tumor cell proliteration this
objective has slill not been attained. We review
and analyze some of the immunologic studies per-
formed in our laboratory using spontaneous
murine mammary adenocarcinomas. In early
stages of tumor growth our studies showed a spe-
cific immune responsa in vivo and in vitro by de-
layed type hypersensitivity tests, and syngeneic
lymphocyte induced angiogenesis assay. These
activated lymphocyte responses were not involved
in mechanisms effective for tumor rejection. The
lymphocyte activation vanished with lumor growth.
Soluble factors shed from splenocytes of tumor
bearing hosts and lactors secreted by tumor cells
enhanced tumor and metastatic growth. Other cell
populations, such as mastocytes and neutrophils
were also altered during tumor growth, We con-
clude that soluble factors released by tumor cells
induce the production of suppressor cells or fac-
tors that stimulate tumor and metastatic growth.
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