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Resumen La resistencia concomilante de ralones porladores de un tumor contra un im-

plante secundario de ese mismo tumeor, fue evaluada en ratones eutimicos y
atimicos usando 17 tumores con diferentes grados de inmunogenicidad. Durante el desa-
rrollo tumoral, se observaron dos picos, temporalmente separados, de resistencia conco-
mitante: el primer pico fue detectado sdlo con tumores inmunogénicos pequefios (< 500
mm?); fue especifico de tumor y mediado por mecanismos inmunolégicos clasicos depen-
dientes de células T. El segundo pico fue exhibido por tumores grandes (> 2000 mm?*)
independientemente de su inmunogenicidad; fue inespecifico de tumor, timo-independiente
y correlaciond con la presencia de un factor (o factores) del suero (ni anticuerpos ni com-
plemento) que inhibfa in vitro la proliferacion de las células tumorales. De los 17 tumores
estudiados, 15 mostraron una resistencia concomitante moderada o fuerte. Los dos tumo-
res restantes, que mostraron una resistencia concomitante débil o indetectable y que ex-
hibian correspondientemente una baja o nula actividad inhibitoria en el suero, eran los
unicos que daban metastasis pulmonares. Eslo sugirid una correlacion entre resistencia
concomitante, ausencia de melastasis y la existencia de un factor inhibidor en el suero.
Este faclor fue caracterizado parcialmente, mostrandose resisiente al calor (5-10' a 100°C)
y a cambios de pH, estimdndose su peso molecular entre 850 y 1200 D; fue recuperado
en columnas de HPLC (cromatografia liquida de alla performance) en una sola fraccion
presentando mdxima absorcidn a 215 y 266 nm. Ademas, estudios de andlisis de
aminoacidos y de resonancia magnética nuclear sugirieron la presencia de una molécula

de tirosina y una o mas moléculas de hidratos de carbono en su estructura.

La resistencia concomitante antitumoral es el
fendmeno segun el cual un individuo portador de
un tumor inhibe o retarda el crecimiento de un im-
plante secundario de ese mismo tumor realizado
&n un sitio distante del crecimiento primario. Este
fendémeno fue descripto originalmente por Paul
Ehrlich’ en 1906 y en 1908, Bashford® acufnd el
nombre de «inmunidad concomitante= con el que
se lo ha conocido habitualmente. Este nombre
anticipa una interpretacién inmunolégica que pue-

* Miembro de la Carrera del Investigador del COMICET
{Conseje Macional de Investigaciones Cientilicas y Técnicas)
** Becarnd del CONICET

Direccién postal: Dr. Radl A. Ruggieno, Instituto de Investi-
gaciones Hematoldgicas, Acadamia Naclonal de Medicina, Las
Haras 3092, 1425 Buenos Aires, Argantina.

57

de ser verdadera para ciertos tumores pero no
necesariamente para otros, en virtud de lo cual el
término «resistencia concomilante» pareceria mas
adecuado.

La resistencia concomitante ha sido relativa-
mente poco estudiada —en comparacioén con
otras areas de la oncologia experimental— a pe-
sar de haber sido descripta asociada a tumores
humanos** y a su posible participacion en &l con-
trol de las metaslasis, teniendo en cuenta que
éstas no son mas que implantes secundarios na-
turales en un individuo portador de un tumor. En
este sentido, la experiencia clinica y numerasos
datos experimentales han revelado que, en mu-
chas ocasiones, la extirpacion de un lumor va
seguida de un rdpido desarrollo do metdstasis que
no eran aparentes al tiempo de la extirpacion,
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sugiriendo que la presencia del tumor primario
gjerce un control inhibitorio sobre aguéllas® =%,

Durante muchos anos, la resistencia concomi-
tante fue estudiada utilizando tumores murinos
fuertemente inmunogénicos inducidos por dosis
masivas de carcindgenos quimicos o virales; en
consecuencia, el fendémeno fue explicado desde
un punto de visia puramente inmunoldgico, su-
poniendo que el mecanismo por el cual sé inhibla
el implante tumoral secundario no era diferente
del encargado de rechazar microorganismos
patdgenos o tejidos extrafios™. Sin embargo, si
bien los linfocites derivados del timo (linfocitos T)
¥, en menor medida los anticuerpos, cumplen sin
duda un papel @n la resistencia concomitante in-
ducida por tumores inmunogénicos, habia en la
literatura ciertos datos —no siempre debidamen-
te reconocidos— que sugerian que un Mecanis-
mo diferente del inmunolégico también podia,
guiza, participar en la generacién de la resisten-
cia concomitante'™ ",

Debido a esto, en 1982 comenzamos a inves-
tigar sistematicamente el fendémeno de resisten-
cia concomitante utilizando especialmente (aun-
gue no exclusivamente) como modelos de astu-
dip, a tumoras murinos con débil o indetectable
inmunogenicidad. Suponiamos que si la resisten-
cia concomitante se manifestaba ain con estos
tumores, ello habria de significar, inequivocamen-
te, gue existia un mecanismo antitumoral que no
dependia del sistema inmunolégico convencional.

La importancia de un mecanismo de este tipo
radica en el hecho de que la gran mayoria de los
tumores espontaneocs de rata y ratdn y presu-
miblemente un considerable porcentaje de los tu-
mores humanos, carecen de detectable inmuno-
genicidad'™ . Por lo tanto, no cabria esperar que
los métodos inmunoterapéuticos convencionales
gue presuponen precisamente la inmunogenicidad
de los tumores, fueran eficaces contra ellos. En
cambio, métodos no inmunologicos que no prasu-
ponen la inmunogenicidad de los tumores, podrian
eventualmente servir como herramientas lerapéu-
ticas contra todo tipo de tumores, independiente-
mente de su inmunocgenicidad.

Descripcién del ensayo de resistencia
concomitante

Antes de iniciar la descripcién de los resulta-
dos obtenidos en nuestro laboratorio, es conve-

58

Voluman 56 - Supl. 1, 1996

niente mencionar el ensayo de resistencia conco-
mitante utilizado en todo este estudio: un grupo
de ratones recibia un implante de un tumor por via
s.c. an el flanco derecho, seguido a diferentes
intervalos, por un segundo implante del mismo
tumor en el flanco izquierdo. Otro grupo de rato-
nes (controles) era desafiado sélo en el Hlanco
izquierde. La medida o el titulo de resistencia
concomitante se definid como el cociente entre la
TDS50 del implante secundaric en ratones poria-
dores de tumor y la TD50 en ratones controles
(TD50 es el nimero de células tumorales capa-
ces de crecer en el 50% de los ratones). Cuanto
mayor es la TDS0 del implante secundario con
respecto a la TD5S0 de los controles, mayor es la
inhibicidén de ese implante secundaric y en con-
secuencia mayor es la resistencia concomitante,

Resistencia concomitante en tumores
murinos

Desde 1982 hasta la fecha, hemos estudiado
la resistencia concomitante asociada a 17 tumo-
res murinos con diferentes grados de inmunc-
genicidad, desde tumores con fuerte inmunao-
genicidad hasta aguéllos con inmunogenicidad
débil o nula (Tabla 1),

Los resultados de este estudio sugieren que,
durante el desarrollo de un tumor primario, pue-
den ser detectados 2 picos temporalmente sepa-
rados de resistencia concomitante (Fig. 1); con
fines de mayor simplicidad se muestran aqui los
datos correspondientes a sélo 9 de los tumores
descriptos en Tabla 1: el resto de los tumores con
débil o nula inmunogenicidad se comporlan en
forma parecida al tumer LB, salvo el MM3 que se
asemeja mas al C7HI. El primer pico se observa
cuando el tumor es pequedio (< 500 mm’} al tiem-
po del segundo implante tumaoral, es especifico de
tumaor (esto es, sdlo se observa cuando el sequn-
do implante se lleva a cabo con células del pro-
pio tumor pero no con celulas de otro tumor), vy
es timo-dependiente (desde que se observa en
ratones eutimicos pero no en ratones nude, ge-
néticamente timoprivos). La intensidad del primer
pico de resistencia concomitante es proporcional
a la inmunogenicidad tumoral (esto es, cuanto
mayor es la inmunogenicidad del tumor, mayor es
la altura del primer pico de resistencia concomi-
tante; reciprocamente cuando la inmunogenicidad
es débil o nula, el primer pico no se observa) y
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TABLA 1.- Origen, tipo e inmunogenicidad de los tumores ulilizados en los expenmenios de resisiencia

concomitante
Tumar Origen Tipo Inmunogenicidad
L15-A Alogenaico Linfoma Muy fuerte
MC-D Inducida’ Fibrosarcoma Fuerte
MC-C Inducido’ Fibrosarcoma Fuerle
MNU-MPA Inducido™ Ca. mama Moderada
MC-B Inducido’ Fibrosarcoma Modarada
MMU Inducido® Ca. mama Modarada
M3 Espontanea Ca. mama Deabil
MM3 Variante de M3 Ca. mama Débil
Cs Inducido* Ca. mama Débil
C7HI Inducido® Ca. mama Indetectable
PX Inducido por cuerpo extrafio® Fibrosarcoma Indatectable
CM™ Espontaneo Ca. mama Indetectable
CEP Espontanec Ca. indiferenciado Indetectable
CEl Espontanas Ca. inditerenciado Indetectable
CPV Espontanao Ca. indiferenciado Indetactable
L15-S Espontaneo Linfoma Indetectable
Le Espontdneo Linfoma Indetectabla

1: MC = metilcolantreno; 2: MPA = medroxiprogeslerona; 3: MNU = metilnitrosourea; 4: MMTV = virus de tumor

mamario muring; 5; cilindro de vidrio implantado 5.c.

una tipica reaccion de rechazo inmunolégico, con
profusa infiltracion de macrotagos, polimorfonu-
cleares y linfocitos, se observa histolégicamente
en el sitio del segundo implante tumoral, causan-
do la muerte de éste. M4s aun, la cinética de apa-
ricién y desaparicion del primer pico de resisten-
cia concomitante inducido por un tumor corre-
laciona con la aparicién y desaparicién de anti-
cuerpos y linfocitos citotdxicos contra ese tumor.

Por otro lado, el segundo pico de resistencia
concomilanie se observa cuando el lumor s gran-
de (> 2000 mm’) al tiempo del segundo implante
tumoral, no es especifico de tumor y es timoin-
dependiente (desde que se observa tanto en ra-
tones sulimicos como en ratones nuda).

El segundo pico de resistencia concomitante es
inducido por tumores inmunogénicos y no
inmunogénicos y el andlisis histolégico en el sitio
del segundo implante tumoral —inhibido por re-
sistencia concomitante— muestra células tumo-
rales morfolégicamente bien preservadas, sin sig-
nos de necrosis y sin infiltracién por parte de cé-
lulas del huésped, contrastando con una reaccién
clasica de rechazo inmunolédgico. Una marcada

disminucion en el numero de mitosis por campo
puede ser vista en este implante secundario res-
pecto de los controles, lo que sugiere un meca-
nismo citostédtico que lleva a este implante a un
estado de tumor dormido. No sabemos todavia si
esta citostasis se debe a una acumulacion de cé-
lulas en un punto dado del ciclo celular o a un
equilibrio dindmico entre proliferacion y muerte
(por ejemplao, por apoptosis) o a ambas causas.
El segundo pico de resistencia concomitante no
estd asociado a ninguna respuesta inmunoldgica
convencional, sea especifica (anti-cuerpos,
linfocitos T) o inespecifica (NK, macré-fagos); en
cambio, correlaciona con lactores presentes en el
suero de ratones portadores de tumores grandes
(diferentes de anticuerpos citotdxicos y comple-
mento) que inhiben la proliferacion in vitro de las
células tumorales. Esto es, cuanto mayor es la
altura del segundo pico de resistencia concomi-
tante, mayor es la aclividad inhibitoria observa-
da en el suero de estos ratones; reciprocamen-
te, cuando el segundo pico esta ausente, tam-
bién lo estd esta actividad inhibitoria del suero
(Fig. 2).
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Figura 1.

Resistencia concomitante y metistasis

En su gran mayoria, los tumores que hemos
estudiado exhiben una resistencia concomitante
moderada o fuerte y, como hemos visto en el
punto anlerior, existe una estrecha cormelacion
entre el segundo pico de resistencia concomitan-
te y la existencia en el suero de factores
inhibidores de la proliferacion tumoral in vitro.
Sdélo dos tumores muestran una resistencia con-
comitante débil (tumor MM3) o nula (tumor CTHI)
a lo largo de todo su desarrollo y los ratones
portadores de estos tumores exhiben, corres-
pondientemente, una baja o nula actividad
inhibitoria en el suero. Es interesante sefalar que
estos lumores son —entre los que hemos estu-
diado— los Unicos que dan metastasis pul-
monares siendo el C7HI el mas metastasico de
los dos. Todo esto sugiere una correlacién entre
resistencia concomitante, ausencia de meldsta-
sis y actividad inhibitoria en el suero. Una eviden-
cia adicional en esle sentido lo brinda el siguiente
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experimento (manuscrito en preparacién): rato-
nes portadores de C7HI fueron divididos en dos
grupos; uno de ellos recibié un implante del tu-
mor LB (que no da metdstasis) y el otro, no reci-
bié nada. Cuando los ratones estaban moribun-
dos, fueron sacrificados y se analizaron los pul-
mones. Los ratones que portaban sdlo C7HI y
gue no tenfan actividad inhibitoria en el suero,
maostraron un alto nimero de metastasis; los que
portaban ambos tumores y tenian una alta acti-
vidad inhibitoria (producida por el tumor LB) ox-
hibieron un nGmero de metastasis muy inferior
(Fig. 3). Esto significa que las metaslasis de un
tumor que no da resislencia concomitante, pue-
den ser inhibidas por la presencia de olro tumor
que si da resistencia concomitante. Dado que
ambos tumores (C7Hi y LB) carecen de inmu-
nogenicidad y que resultados similares fueron
obtenidos en ratones eutimicos y nude, puede
concluirse que esta inhibicion de las metastasis
no esta relacionada con un mecanismo inmu-
nolégico convencional.
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Resistencia Concomitante Hui:ti::::ia concomitante en ratones en
parabiosis
y Metastasis

La actividad inhibitoria de la proliferacién
tumoral in witro, presente en el suero de ralones
portadores de tumores grandes que generan re-
sistencia concomitante, no parece ser sdlo un
acompanante de este fenémeno sino que puede
ser su causa. En efecto, una resistencia al creci-
miento de un implante tumoral —por ejemplo, del
tumor LB— fue observada en un ratén normal
unido en parabiosis a un ratén portador de LB,
Esta imitacién de la resistencia concomitante
correlaciond con la presencia de actividad
inhibitoria sérica transferida del ratén portador de
tumor al ratén normal unido en parabiosis con él.
Mas adn, cuando ambos ratones en parabiosis
fueron separados, el titulo de actividad inhibitoria
decayé ripidamente en el suero del ratén normal,
en el que las células LB previamente inhibidas
Figura 3. comenzarcn a crecer (Fig. 4).

C7HI C7HI
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Estos experimentos sugieren que: a) la resis-
tencia concomitante depende de la presencia de
un alto y persistente nivel de actividad inhibitoria
en el suero, y b) gue este nivel podria ser alcan-
zado sin enfermedad aparente, lo que sugiere que
esta actividad inhibitoria puede ser Util en la tera-
péutica antitumoral.

Caracterizacion del factor(es) inhibidor
presente en el suero de ratones portado-
res de tumores grandes

Hemos sefialado que ol primer pico de resis-
tencia concomitante puede ser explicado a través
de mecanismos inmunolégicos convencionales
gue han side extensamente estudiados por otros
autoras™ ', La limitacién de estos mecanismos es
que s6lo pueden ser inducidos por y aplicados
contra un mismo tumor INMuNogEaNIco.

El segundo pico de resistencia concomitante,
en cambio, puede ser inducido por un tumor y
aplicado conltra otro, independientemente de la
inmunogenicidad de ambos. Este segundo pico de
resistencia concomitante correlaciona con la apa-
ricién en suero de una actividad inhibitoria de la
proliferacion in vitro de las células tumorales. Te-
niendo en cuenta gue se trata de un mecanismo
no investigado an otros laboratorios, parecid im-
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portante tratar de purificar y caraclerizar esta ac-

tividad antitumoral. Aungue todavia no hemos

completado su caracterizacion, podemos adelan-
tar algunas conclusiones:

a. Se trata de un factor(es) de bajo peso mo-
lecular, ya que por estudios de cromatografia
an columna, en capa delgada y espectrometria
de masa; su peso se ha estimado entre 850 y
1200 D.

. Es resistente al calor (5-10° a 100°C) y perma-
nece estable en un rango de pH entre 4 y 11
Es recuperado en columnas de HPLC (cro-
matografia liguida de alta performance) en un
s6lo pico presentando maxima absorcion a 215
y 266 nm,

. Estudios de andlisis de aminodcidos y de reso-
nancia magnélica nuclear sugieren la presen-
cia de una molécula de tirosina y una o mas
moléculas de hidratos de carbono en su es-
tructura.

Aungue lodavia es necesaria una caraclenza-
cién definitiva de esta molécula, puede adelantar-
se que inhibidores conocidos del crecimiento
tumoral como interferones, TNF, TGFp vy la re-
cientermente descripta angiostatina®™® no estarian
involucrados, en razdn de su mayor peso molo-
cular {que oscila entre 18.000 y 40.000 D) y de
otras propiedades fisicas (p.e. TNF, TGFfj y
angiostatina no resisten el calentamiento a
100°C).

El origen de este lactor inhibidor aln es incier-
to: hasta hoy ha sido sélo ocasionalmente recu-
perada alguna actividad inhibitoria en el medio
condicionado de algunos tumores; por ofro lado,
la timectomia o esplenectomia no reducen el ti-
tulo de actividad inhibitoria en el suero (suginen-
do que el tima y el bazo no cumplen un rol im-
portante) pero si lo hace el tratamiento con dro-
gas antiinflamatorias (resultados no publicados).

Conclusiones y perspectivas

Hemos caracterizado parcialmente una actividad
inhibitoria de la proliferacion tumoral presente en
el suero de ratones portadores de tumores gran-
des e inductores de resistencia concomitante.

Segun estudios en ralones en parabiosis, esta
actividad inhibitoria podia ser la causa del segun-
do pico de resistencia concomitante. Mo cbstan-
te, a pasar de que esta actividad puede ser trans-



ferida entre ratones en parabicsis, nosotros no
hemos podido transterifa a ratones normales por
inoculacion periddica de suero de ratones porta-
dores de tumor. Teniendo en cuenta que el sue-
ro normal no elimina in vitro la actividad del sue-
ro de portadores de tumor y que las funciones de
clearance no parecen estar afectadas en estos
ratones, la explicacién mas simple para el alto y
persistente nivel de actividad inhibitoria en el sue-
ro de ratones portadores de tumor es que ésta es
continuamente producida para compensar el alto
rango de pérdida. Si asi fuera, el problema de
transferir resistencia antitumoral seria meramen-
te técnico y basado en determinar que protocolo
de inoculacién de suero podria imitar o simular
su produccidn in vivo. En este sentido, contar con
una importante cantidad de actividad inhibitoria
purificada podria aumentar considerablemente las
posibilidades de transferencia. No obstante, la
enorme produccion de actividad inhibitoria reque-
rida por esta explicacién vy los numerosos inten-
tos tallidos para transferir resistencia antitumoral
a través de suero en éste y otros modelos™ * hace
abrigar sospechas de que el problema pueda no
ser solo técnico.

Es intrigante que una situacién similar a la
observada con la resistencia concomitante, ocu-
e en la regulacién del crecimiento del higado. En
efecto, una hepatectomia parcial o total estimula
las mitosis en hepatocitos previamente no-
proliferantes ubicados en cualquier lugar del or-
ganismo®, en la misma forma que la extirpacion
de un tumor induce la proliferacion de las metas-
tasis o de los implantes secundarios previamen-
te inhibidos de crecer por resistencia concomitan-
te™ * Mas aun, el suero de animales normales
y hepatectomizados exhibe efectos inhibidores y
estimuladores, respectivamente, de la prolifera-
cion in vitro de los hepatocitos; no obstante, los
numerosos intentos para inhibir la regeneracion
hepatica por repelidas inyecciones de suero nor-
mal o para estimular el crecimiento hepdtico por
inyecciones de suero de animales hepateclo-
mizados no han sido, hasta hoy, exitosos, mien-
tras que la transferencia de sefales inhibidoras o
estimuladoras de la proliferacion hepatica fue
posible entre animales en parabiosis®™ .

Si las analogias son algo mas que casualida-
des, la comprensidn de la resistencia concomitan-
te —especiaimente del mecanismo del segundo
pico de resistencia concomitante inducido por tu-
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mores grandes, independientemente de su
inmunogenicidad— podria ayudar a develar algu-
nos mecanismos de control de la proliferacion
celular normal y tumoral y, eventualmente, a
mejorar la terapia antineoplasica convencional,

Summary
Antitumor concormitant resistance

Concomitant resistance of tumor-bearing mice
against a second tumor challenge was evaluated
in euthymic and athymic mice using 17 tumors
with diflerent degrees of immunogenicity.

Two temporarily separated peaks of concomi-
tant resistance were detected during tumor devel-
opment: the first peak was only observed assc-
ciated with small immunogenic tumors (< 500 m;
it was tumor-specific and mediated by Tcell-de-
pendent immunological mechanisms. The second
peak was exhibited by large tumors (> 2000 mm?)
independently of their immunogenicity; it was non-
tumar specific, thymus-independent and correlated
with a serum-activity (neither antibodies nor com-
plement) which inhibited the in vitro proliferation
of tumor cells.

Out of 17 tumors studied, 15 tumors exhibited
a moderate or strong concomitant resistance. The
remaining two, which exhibited a weak or
undetectable concomitant resistance and correla-
tively, a low or absent serum-inhibitory activity
were the only tumors which induced lung me-
tastases. This fact suggested a correlation be-
tween concomitant resistance, absence of metas-
tases and the existence of an inhibitory factor(s)
in the serum.

This inhibitory factor was panially character-
ized: it was resistant to boiling {5-10" at 100°C)
and to variations of pH; its molecular weight was
estimated between 850 and 1200 [; it was recov-
ered in only one fraction from HPLC (high power
liquid chromatography) columns presenting maxi-
mum absorption at 215 and 266 nm; aminoacid
analysis and magnetic nuclear resonance studies
suggested the presence of a molecule of
thyrosine and one or two molecules of carbohy-
drates in its structure.
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