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RESUMEN

RESUMEN

El cancer es una enfermedad genética y una de las principales causas de muerte en
todo el mundo. El cancer de mama triple negativo es un subtipo que se caracteriza por la
ausencia de ER, PR y HER2, este tipo de tumores suelen presentarse en mujeres jovenes,

poseen un alto riesgo de recurrencia, son extremadamente malignos y metastasicos.

Con el objetivo de caracterizar la respuesta inmune antitumoral y el microambiente
tumoral, se desafiaron las lineas parentales CBi (susceptible), CBi™ (resistente) y las F1, con
el adenocarcinoma de mama M-406, triple negativo. Se evaluaron, por microscopia 6ptica,
los tumores provenientes de los animales CBiy CBi" en forma secuencial desde el dia 3 hasta
gue los mismos estuvieran en franco escape o eliminacion. Se cuantificd previo al desafio
tumoral y durante las fases de crecimiento y de escape y/o eliminacion, el porcentaje de
células CD4*, CD8*, Tregs y Th17 circulantes e infiltrantes de tumor y se cuantificaron las

citoquinas circulantes: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 e IFN-y.

Con el fin de evaluar diferentes componentes del MAT determinamos el coldgeno, el
porcentaje de drea cubierta por campo de la proteina a-SMA como marcador de
miofibroblastos estromales y como marcador del proceso angiogénico determinamos las

células HIF1a™.

Como fue observado previamente, el tumor crecié en los genotipos susceptibles, CBi
y F1, y fue rechazado en CBi" y nuevamente pudimos observar que el fenotipo susceptible
es dominante frente al resistente. El tumor en la linea CBi- tarda mas tiempo en comenzar
acrecery lo hace a unavelocidad mayor que CBiy F1, logrando duplicar su volumen tumoral
en menor cantidad de tiempo, pero alcanzando menor volumen maximo tumoral. Al
comparar el crecimiento tumoral en los genotipos CBi y F1, donde el tumor crece y escapa,
observamos que el mismo se comporté de manera similar en ambos genotipos, aunque el
tumor tarda mas tiempo en comenzar a crecer en los animales F1 y luego crece mas lento
comparado con los animales CBi. El comportamiento del tumor en los hibridos F1, se puede
explicar por el hecho que portan tanto alelos de susceptibilidad derivados de la linea

parental CBi como alelos de resistencia derivados de la linea parental CBi", lo que haria que
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RESUMEN

el tumor tarde mas tiempo en comenzar a crecer y cuando crezca lo haga a una velocidad

menor que en los animales CBi.

Al determinar las citoquinas Th1l y Th2 circulantes durante las diferentes fases de
evolucion de crecimiento tumoral, en las lineas parentales observamos que, en nuestro
modelo, IL-4 e IFN-y estarian cumpliendo un rol pro-tumoral y, por el contrario, IL-10 tendria
una actividad antitumoral.

Mas alla de la inmunovigilancia, muchos tumores logran escapar del control del
sistema inmune y continuar con su crecimiento, tal como es el caso de los animales CBi y
F1. El presente trabajo nos permitié concluir que, una respuesta inmune innata temprana
poco efectiva, junto con la conformacién de un microambiente tumoral inmunosupresor
serian, en parte, responsables del crecimiento exponencial de M-406 en esos dos genotipos.
Por el contrario, el rechazo tumoral observado en la linea parental CBi’, posiblemente se
deba a una interaccion eficiente entre la respuesta inmune innata y adquirida. Observamos
una mayor irrigacién del tumor en esta linea comparando con CBi, asi como también un
mayor infiltrado de eosindfilos que serian capaces de eliminar de manera temprana gran
parte de las células tumorales a través de su actividad citolitica. También se observd un
mayor porcentaje de células CD4* y CD8", asi como el menor porcentaje de linfocitos Tregs
en el microambiente tumoral en los animales CBi" comparado con los animales CBiy F1 en
la fase de crecimiento lo que explicarian, en parte, el rechazo tumoral observado en CBi'.

Al evaluar la presencia de metastasis espontdneas, en los genotipos donde en tumor
crece y escapa, solo se observaron en los animales de la F1. La mayor expresién de células
HiF-1a*, el mayor porcentaje de coldgeno en la MEC, y el menor numero de células a-SMA*
en los tumores provenientes de los hibridos F1 en comparacién con aquellos provenientes
de los animales CBi, seria responsable, en parte, de un fenotipo mas invasivo y del desarrollo

de metastasis observada en dicha linea.
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1. 1. Cancer

El cdncer es una enfermedad genética que ocurre cuando las células crecen y se
multiplican en forma descontrolada. Es una de las principales causas de muerte en todo el
mundo, alcanzando casi 10 millones de fallecimientos en el afio 2020, siendo el cancer de
mama el mas comunmente diagnosticado a nivel mundial (2,26 millones de casos) (Hyuna
S, 2021). En Argentina, el cancer es la segunda causa principal de muerte, situada después
de las enfermedades cardiovasculares. De acuerdo a las estimaciones realizadas por la
International Association of Cancer Registries, en base a datos disponibles a nivel mundial
para el afio 2018, Argentina presentd una tasa de incidencia de 212 casos por 100.000
habitantes (considerando ambos sexos y todos los tumores a excepcién del de piel no
melanoma), cifra que la posiciona dentro de los paises del mundo con incidencia de cancer

media-alta (https://www.argentina.gob.ar/salud/instituto-nacional-

delcancer/estadisticas/incidencia).

El cancer no es una enfermedad Unica, sino un conjunto de mas de cien enfermedades
que se originan en distintos tejidos del organismo, que difieren en su tasa de crecimiento,
incidencia de acuerdo a la edad y sexo, detectabilidad diagndstica, respuesta a los
tratamientos y prondstico, entre otras caracteristicas. Desde la biologia celular y molecular,
se trata de un grupo de enfermedades causadas por genes defectivos cuyos productos
proteicos alterados, aumentados o ausentes perturban una serie de sefales intracelulares
responsables de la conducta celular (Hinrichsen LI & Scharovsky OG, 2002). Dichos cambios
genéticos, o mutaciones, involucran la activacidn de un grupo de genes denominados
oncogenes y/o la inactivacion de otros denominados genes supresores tumorales o
antioncogenes. Si bien los cambios genéticos que causan cdncer pueden heredarse en la
progenie, solo un porcentaje muy bajo de neoplasias estdn causadas por defectos
hereditarios, ya que la gran mayoria (aproximadamente el 90%) son causadas por
mutaciones somaticas asociadas a diversos factores de riesgo (Aggarwal B, 2009). Algunas
mutaciones pueden conferir ventajas que se traducen en un crecimiento acelerado o una

mayor supervivencia, lo que puede llevar a la adquisicion de nuevas mutaciones que, a su
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vez, pueden repetirse una y otra vez, dando lugar a una poblacién celular heterogénea
compuesta por células con diferentes caracteristicas, dependiendo de cuales genes se
encuentren mutados (Macdonald F, 2005). Hace ya una década que Hanahan y Weinberg
describieron una serie de caracteristicas funcionales adquiridas por las células humanas a
medida que pasan de la normalidad a los estados de crecimiento neopldsico (Hanahan D &
Weinberg RA, 2011). Estas caracteristicas son cruciales para su capacidad de formar
tumores malignos y se han ido actualizando a lo largo del tiempo (Fig. 1a). Entre ellas se
encuentran: la capacidad adquirida para mantener la sefalizacién proliferativa, la
resistencia a factores inhibidores del crecimiento, la evasién de la apoptosis, el potencial de
replicacion ilimitado a través de la expresion de la telomerasa, la induccién de la
angiogénesis, la activacion del mecanismo de invasidn y el desarrollo de metastasis, la
desregulacién y reprogramacién del metabolismo celular, la evasidn del sistema inmune, la
inestabilidad gendmica y la promocion de la inflamacién tumoral. Actualmente se
incorporaron nuevos marcadores emergentes que en conjunto con las caracteristicas
mencionadas anteriormente promueven el crecimiento y la progresiéon tumoral. Entre ellos
se encuentran el desbloqueo de la plasticidad fenotipica, la reprogramacién epigenética no
mutacional, los microbiomas polimérficos y las células senescentes (Fig. 1b) (Hanahan D,

2022).
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Figura N°1: Caracteristicas de la célula tumoral.
Adaptado de (Hanahan D, 2022) y modificado en BioRender.com.



INTRODUCCION

Cuando las células tumorales escapan del tumor primario, invaden tejidos vecinos y
crecen en o6rganos distantes reanudando su proliferacién, generan lo que se denomina:
metdstasis. El desarrollo de una metdstasis es un proceso que consta de multiples etapas
secuenciales e interrelacionadas, conocidas como cascada metastasica, la cual comienza
cuando las células malignas del tumor primario se infiltran en el parénquima circundante y
entran en la circulacidn por intravasacién de los vasos sanguineos. Estas células tumorales
circulantes viajan a areas distantes donde se extravasan de la circulacién y entran en el

tejido diana (Zeeshan R & Zeeshan M, 2017).

Cada etapa de la cascada metastasica esta influenciada por interacciones entre las
células tumorales y el microambiente tumoral (Wai L, 2013). A pesar de que solo el 0,01%
de las células tumorales que ingresan a la circulacién sistémica logran completar todos estos
pasos, el desarrollo de metdstasis es la causa de mas del 90% de las muertes asociadas al
cancer (Diepenbruck M & Christofori G, 2016) por lo que resulta fundamental desarrollar
tratamientos que no solo batallen contra el tumor primario, sino que también sean capaces

de combatir el desarrollo de metastasis.

El cancer de mama es una enfermedad compleja, caracterizada por factores
ambientales, genéticos y epigenéticos (Sanders J, 2014). La probabilidad de padecer cancer
de mama aumenta con la edad y el riesgo de padecerlo es heterogéneo, dependiendo, entre
otros, de factores no modificables como la raza o los antecedentes personales y familiares
o la de heredar mutaciones genéticas (Merino Bonilla JA, 2017). Dentro de estas mutaciones
genéticas, las mds comunes ocurren en genes de alta penetrancia como p53, pten, brcaly
brca2. Las mutaciones en estos Ultimos dos confieren un riesgo de por vida de entre el 60y
80% de desarrollo de cancer de mama y estan asociadas con otras neoplasias malignas,

como cancer de ovario (Libson S & Lippman M, 2014; Cohen-Haguenauer O, 2019).

Se considera al cancer de mama como una enfermedad heterogénea, ya que no todos
los tumores de mama tienen un comportamiento bioldgico similar debido a que los
pacientes tienden a presentar diferentes respuestas a las terapias y resultados clinicos

variables a pesar de haber sido diagnosticadas en el mismo estadio tumoral. La clasificacién
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del cancer de mama involucra la evaluacidon de criterios histolégicos, basados en la
morfologia y en su andlisis inmunohistoquimico. Estos analisis permiten identificar cada
subtipo tumoral a partir de la muestra histolégica obtenida en la biopsia (Tabla I). Los
marcadores analizados de rutina son: el receptor de estrégeno (ER), el receptor de
progesterona (PR), el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y el

indice de proliferacién indicado por Ki67 (Merino Bonilla JA, 2017).

Subtipo molecular de tumor de mama

Luminal A Luminal B|(15%) HER2 Triple negativo
(50%) HER2- HER2+ sobreexpresado (12-17%)
(15-300)
ER+ ER+ ER+ ER- ER-
PR+ PR bajo PR+ PR- PR-
HER2- HER2- HER2+ HERZ2+ HER2-
Ki67 bajo Ki67 alto Ki67 intermedio Ki67 alto Ki67 alto

Tabla I: Clasificacion molecular de los tumores de mama de acuerdo a los

marcadores inmunohistoquimicos analizados en las biopsias. A continuacién de cada nombre

se indica entre paréntesis la incidencia promedio para cada subtipo tumoral. Adaptado de (Merino Bonilla JA,

2017)

Los subtipos luminales son aquellos que expresan receptores hormonales y se
subclasifican, a su vez, segin el estado de HER2 y su tasa de proliferacién, en luminal Ay
luminal B. Los tumores luminales A son mas frecuentes que los luminales B, pero menos
agresivos y responden mejor a la terapia enddcrina. Los tumores que sobreexpresan HER2
y no expresan receptores hormonales, suelen asociarse con malos resultados clinicos, pero,
asimismo, la sobreexpresién de HER2 predice respuestas terapéuticas positivas a terapias
dirigidas anti-HER2 (por ejemplo: trastuzumab). La modalidad de tratamiento para este tipo
de tumores consiste en combinaciones de farmacos dirigidos y quimioterapia citotdxica
(Rivenbark AG, 2013). El subtipo llamado “triple negativo” (del inglés: Triple Negative Breast
Cdncer, TNBC) se caracteriza por la ausencia de ER, PR y HER2 (Bianchini G, 2016).
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Este tipo de tumores representa del 12-17% de los tumores de mama solamente, pero
es el responsable de un alto porcentaje de muertes debido a su agresividad. Se caracteriza
por tener un alto grado histoldgico y altas tasas de proliferacién. Suelen presentarse en
mujeres joévenes, poseen un alto riesgo de recurrencia, son extremadamente malignos y
metastasicos. Debido a sus caracteristicas moleculares, las Unicas opciones de tratamiento
disponible que poseen los pacientes con TNBC son la cirugia, la quimioterapia, la
radioterapia o combinaciones de éstas, ya que no responden a terapias hormonales ni
terapias dirigidas a blancos celulares (Merino Bonilla JA, 2017). El estudio de nuevos
tratamientos para TNBC esta en constante evolucién de forma de identificar nuevos blancos
terapéuticos. Las investigaciones que se estan llevando a cabo actualmente se encuentran
con el desafio de que los TNBC presentan una amplia heterogeneidad y plasticidad
intratumoral. Ademas, el microambiente inmunitario en muchos TNBC y la heterogeneidad
inmunitaria de diferentes individuos y de diferentes sitios de drganos metastasicos son
algunos de los desafios mds abrumadores. Actualmente se estan desarrollando diferentes
ensayos clinicos como la estratificacion de pacientes basada en cambios en el transcriptoma
y el epigenoma, asi como también la caracterizacién del microambiente inmunoldgico,
junto con quimioterapia, terapias dirigidas y/o inmunoterapia para optimizar la
inmunoterapia de precision personalizada para pacientes con TNBC (So JY, 2022). Aunque
se estan incluyendo pacientes en ensayos clinicos para investigar la eficacia de la
inmunoterapia en este tipo de tumor, (Bergin ART & Loi S, 2019) sigue siendo una

enfermedad con una alta tasa de resistencia al tratamiento y recaida.

1. 2. Microambiente Tumoral

El microambiente tumoral (MAT) se define como una compleja red formada por
multiples tipos celulares, como fibroblastos, leucocitos, células inflamatorias derivadas de
la médula dsea, adipocitos y células mioepiteliales y endoteliales. También incluyen
componentes como la matriz extracelular (MEC), redes vasculares sanguineas y linfaticas
que irrigan el tumor, factores solubles como citoquinas, hormonas, factores de crecimiento

y enzimas, y propiedades fisicas como el pH y contenido de oxigeno (Coleman RE, 2013; Spill
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F, 2016; Del Prete A, 2017). En la actualidad, se reconoce cada vez mas que el MAT juega un
papel critico en la progresidon de los tumores en los que se pueden seleccionar variantes
tumorales inmuno-resistentes que llevan al crecimiento tumoral, la invasion y la metdstasis
(Alshaker H & Matalka K, 2011) e influye significativamente en la respuesta terapéutica y el
resultado clinico (Wu T & Dai Y, 2017). Es muy importante conocer el MAT ya que, mientras
las terapias tradicionales como la quimioterapia y la radioterapia se dirigen directamente a
la célula tumoral, las células del MAT son genéticamente estables, por lo que representan
una diana terapéutica con un menor riesgo de recurrencia y resistencia tumoral (Quail D &
Joyce JA, 2013). Actualmente, se han incorporado nuevas opciones, como la amplia gama
de inmunoterapias, que apuntan al microambiente y especificamente al sistema inmune
tales como los anticuerpos que bloquean la muerte celular programada, anti PD-1y PD-L1
(del inglés: Programmed Death 1, PD-1 and its Ligands, PD-L1) (Labani-Motlagh A, 2020).
El MAT mejora la progresiéon del tumor al reclutar células estromales para
proporcionar sefiales de crecimiento que estimulen la proliferacion celular y su capacidad
metastdsica. También es sabido que los factores solubles derivados del tumor pueden
impulsar diversos mecanismos para escapar del ataque inmune en el MAT (Sengupta N,
2010). Se cree que el estroma tumoral promueve la tumorigénesis mediante diferentes
estrategias, incluida la remodelacion de la matriz extracelular, la supresion de la respuesta
inmune vy las alteraciones en las vias reguladoras del estroma que afectan la motilidad y la

agresividad de las células cancerosas (Cirri P & Chiarugi P, 2012).

La matriz extracelular (MEC) es una red compleja de proteinas que rodea y estabiliza
a las células. Se compone de tres tipos principales de proteinas: proteinas estructurales:
coldgeno y elastina, glicoproteinas: fibronectina y proteoglicanos: sulfato de condroitina.
Aunque inicialmente se consideraba como una estructura estable que solo brindaba
soporte estructural, los estudios mas recientes indican que la MEC es sorprendentemente
dindmica y versatil, y representa un papel clave en los procesos celulares como el
crecimiento, la proliferacién y la migracion celular (Roy DM, 2014; Lu P, 2012). La MEC, en
los tumores, a menudo esta desorganizada y desregulada, lo que promueve el crecimiento

tumoral, al evitar, entre otros mecanismos, que las células de la respuesta inmune
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experimenten su diferenciacion y maduraciéon normal, saboteando asi sus esfuerzos por
controlar el crecimiento tumoral. El principal componente proteico de la MEC es el
coldgeno, su integridad juega un papel clave en el desarrollo del cancer, la degradacién del
colageno IV por las proteasas conduce a la invasion de las células cancerosas a través de la
membrana basal. El coldgeno tipo | es secretado por los fibroblastos infiltrantes de tumor
(del inglés: Cancer Associated Fibroblasts, CAF) y contribuye a disminuir la absorcién de
farmacos quimioterapéuticos en tumores, desempefiando un papel significativo en la
regulacion de la sensibilidad del tumor a agentes quimioterapéuticos. Estos mecanismos
demuestran que la MEC alterada no sélo promueve la transformacion de células tumorales
y la invasidn de tejidos, sino que también ayuda a crear un microambiente tumorigénico

que facilita aun mas la progresién tumoral (Lu P, 2012).

1. 3. Sistema Inmune y Cancer

A comienzos del siglo XX, Paul Ehrlich postulé que el sistema inmune es capaz de
reconocer y eliminar tumores primarios en desarrollo, sin intervencién terapéutica externa
(Ehrlich P, 1909). En 1950, Burnet y Thomas, plantearon la Teoria de la Inmunovigilancia
gue postula que una poblacién de linfocitos del sistema inmune reconoce continuamente y
elimina células cancerosas y precancerosas. El sistema inmune puede proteger contra el
surgimiento de tumores y es capaz de eliminar a aquellos previamente establecidos (Teng
MW, 2008). Esta teoria tomo fuerza gracias a que ratones deficientes para diferentes
componentes implicados en la respuesta inmune, tanto de la inmunidad innata como
adaptativa, eran mas propensos a desarrollar ciertos tipos de tumores, como sarcomas o
carcinomas (Dunn GP, 2004b). Existe evidencia que sugiere que lainmunovigilancia también
ocurre en los seres humanos. Personas con inmunodeficiencias adquiridas, o pacientes
transplantados a los que se los mantiene inmunosuprimidos, muestran de 3 a 8 veces mas
incidencia de cdncer que las personas con un sistema inmune intacto. Por otro lado, los
pacientes cuyos tumores presentan altos niveles de infiltrado linfocitario, poseen un mejor
prondstico (Dunn GP, 2004b; Ostrand-Rosenberg S, 2008). Asimismo, evidencia cientifica ha
demostrado que el sistema inmune también puede favorecer la aparicion de tumores

primarios de inmunogenicidad reducida, los cuales son capaces de escapar al
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reconocimiento inmunoldgico (Bui J & Schreiber RD, 2007). Por lo tanto, el sistema inmune
desempeiia un rol dual en la respuesta antitumoral, viéndose involucrado tanto en la
progresién como en la inmunovigilancia (Jiang X & Shapiro D, 2014). Este efecto dual del
sistema inmune ha modificado la Teoria de la Inmunovigilancia, llevando al desarrollo de la
Teoria de la “Inmunoedicion”, en la cual no sélo se tiene en cuenta el proceso por el cual
las células tumorales son reconocidas y eliminadas por el sistema inmune, sino también se
considera el proceso por el cual, muchos tumores logran escapar del control del sistema
inmune y continuar con su crecimiento. El proceso de la inmunoediciéon consta de tres
pasos: Eliminacion, Equilibrio y Escape, que son conocidos como las tres E de la
Inmunoedicion Tumoral (Dunn GP, 2004a; Dunn GP, 2004b; Ostrand-Rosenberg S, 2008;
Teng MW, 2008). Segun esta hipotesis, las variantes tumorales que no son capaces de
sobrevivir a la vigilancia inmune del cdncer son eliminadas, mientras otras poblaciones
escapan a la vigilancia, se seleccionan a través de la evolucién genética y crecen. En la fase
de Eliminacién, el sistema inmune innato y adaptativo trabajan en conjunto para erradicar
el crecimiento de tumores de forma exitosa (Chow M, 2012). Una respuesta inflamatoria
aguda desencadenada por la remodelacion del estroma y la angiogénesis inicia el
reclutamiento de células inmunes innatas (macréfagos, células dendriticas (CD), células
asesinas naturales (del inglés: Natural Killer, NK) y otras células en el microambiente
tumoral. El reconocimiento de las células tumorales da como resultado la produccién de
citoquinas proinflamatorias, especialmente interleuquina-12 (IL-12) e interferédn (IFN)-y.
Estas citoquinas promueven una mayor activacidon de las células inmunes innatas y la
muerte de las células tumorales. También durante esta fase, las CD maduran, procesan
antigenos asociados a tumores y migran hacia los ganglios linfaticos que drenan los
tumores, donde presentan al antigeno, lo que activa células T CD4* y T CD8* naive. Estas
células T activadas, especificas de tumor, se expanden y albergan en el microambiente
tumoral, facilitando la muerte de las células tumorales. El destino final del tumor puede
proceder en dos direcciones: la eliminacién completa del tumor o la evolucién de las
variantes de células tumorales que escapan a la respuesta inmune y establecen tumores

medibles. La presion inmune selectiva sobre las células tumorales puede provocar la
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acumulacién de células tumorales con defectos que las predisponen a escapar de la
vigilancia inmune. Estos incluyen la pérdida de la expresion de proteinas del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad de clase |, otros defectos en las vias de procesamiento y
presentacion de antigenos, defectos en la sefializacidon y coestimulacién del receptor de
células T (del inglés: T Cell Receptor, TCR), mutacién o pérdida de antigenos tumorales, y
deficiencias en las vias de sefializacidon de IFN (Emens LA, 2012; Singh R & Paterson Y, 2007).
Asi, las células tumorales que han sobrevivido a la fase de eliminacidén entran en la fase de
Equilibrio, la cual depende Unicamente del sistema inmunoldgico adaptativo. Durante la
fase de equilibrio, la inflamacién cambia de aguda a crdnica. En esta fase ocurre la continua
eliminacion de células tumorales acompafiada de una persistente emergencia de variantes
celulares resistentes. Finalmente, las células tumorales entran en la fase de Escape, después
de haber fallado la mayoria de los mecanismos de supresién tumoral. Las células asociadas
a tumores recientemente reclutadas (macréfagos, células T reguladoras (Tregs)), células
mieloides supresoras (del inglés: Myeloid Derived Suppressor Cells, MDSC), linfocitos B
activados y fibroblastos asociados a tumores propagan la inflamacidn crénica y progresiéon
tumoral. Los mecanismos principales que promueven activamente el crecimiento tumoral
incluyen la inhibicién, a través de las células Treg intratumorales, de las células T especificas
de antigeno tumoral, un cambio de una respuesta inmunitaria antitumorigénica T helper
tipo 1 (Th1l) a una respuesta inmunitaria protumorigénica T helper tipo 2 (Th2), y la
produccién de factores solubles que inhiben la funcién de las CD y de las células T, al tiempo
gue promueven la angiogénesis y la remodelacién del estroma, permitiendo asi, el
crecimiento del tumor (Emens LA, 2012; Denardo DG & Coussens LM, 2007; Coussens LM &
Pollard JW, 2011). Ademds, la regulacion positiva de las vias inhibitorias del punto de
control inmunitario, como la via de muerte celular programada (PD-1), llevadas a cabo por
las células tumorales y las células inmunes dentro del microambiente tumoral inhibe aun
mas la activacion de las células T especificas de antigeno tumoral (Coussens LM & Pollard
JW, 2011; Taube, JM 2012). Finalmente, los tumores adquieren una autonomia completa
de la vigilancia inmune, crecen y desarrollan metastasis sin control (Cimino-Mathews A,

2015).
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Existe una estrecha relacidn entre la inflamacidén y la generacién de tumores. En el
siglo XIX, Rudolf Virchow fue el primero en postular la relacion entre la inflamacién y el
cancer al observar infiltracién leucocitaria en tumores. La inflamacién aguda usualmente
lleva a respuestas inmunoldgicas adaptativas que suelen proteger contra patdgenos o el
cancer. Por otro lado, actualmente se sabe que la inflamacidn crénica es responsable del
microambiente favorable para la tumorigénesis (Swann J, 2008). La profundizacién del
conocimiento de cémo funcionan las distintas ramas del sistema inmune innato y
adaptativo, de los mecanismos moleculares involucrados en los procesos inflamatorios
sumado al advenimiento de técnicas como la citometria de flujo, la inmunohistoquimica y
la biologia molecular, llevaron a una mejor caracterizacién funcional del infiltrado
leucocitario presente en tumores solidos, permitiendo discernir el complejo didlogo entre

sistema inmune y cancer (Nocera DN, 2013).

Tanto la inmunidad innata como la adaptativa pueden participar en la eliminacién del
tumor. Sin embargo, el andlisis exhaustivo del infiltrado leucocitario en tumores sélidos o
en sangre de pacientes, como asi también en modelos experimentales de cdncer, mostré
gue la funcionalidad de las células presentes no siempre corresponde a la esperada para
combatir un tumor (Nocera DN, 2013). Esta situacién de dualidad con respecto a su funcion
anti- o pro-tumoral en muchas poblaciones del sistema inmunolégico, estd comandada por
las interacciones de las distintas células del sistema inmune con factores secretados por las
propias células tumorales y otras células que conviven en el microambiente tumoral. Asi, la
respuesta inmune innata mediada por macréfagos, granulocitos, mastocitos, CD y células
NK 'y la adaptativa mediada por linfocitos Ty B, no sélo pueden desencadenar una respuesta
inmune antitumoral efectiva, sino también pueden promover una inflamacion crénica,
condicionando el escape de la accidén del sistema inmune y el desarrollo neoplasico del
tejido mamario (De Nardo D & Coussens L, 2007). Ademds de estas células, el balance entre
respuesta inmune antitumoral y la inflamacidn crdnica, estd regulado por una compleja red
de citoquinas y mediadores solubles, direccionados por quimioquinas y moléculas de
adhesién, que actuan a nivel de microambiente del tumor y de los ganglios linfaticos

(Nicolini A, 2006).
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Varias células involucradas en la respuesta inmune innata y adaptativa, tales como,
macrofagos, mastocitos, linfocitos, neutréfilos, células NK y eosindfilos, son componentes
estromales del microambiente inflamatorio que influyen en el desarrollo de tumores
experimentales y humanos (Galdiero M, 2018). Aunque la mayoria de las publicaciones se
han centrado en los linfocitos, en las células NK y en las CD, han surgido nuevos tipos de
células que parecen expresar actividad tumoricida, incluidos los eosindfilos. Su potencial
citotéxico hacia las células tumorales ha sido reportado en modelos experimentales y en
humanos (Munitz A & Levi-Schaffer F, 2004). Los eosindfilos liberan un arsenal inusual de
moléculas citotdxicas dependiendo del tipo de estimulo. Sus granulos contienen proteinas
preformadas que se liberan selectivamente tras la activacidn, y tienen propiedades
altamente citotdxicas, interrumpiendo la integridad de la membrana plasmatica de las
células tumorales (Abu-Ghazaleh R, 1992). También son capaces de producir otros
mediadores inflamatorios, incluidos las especies reactivas del oxigeno y los mediadores
lipidicos. Ademas, tienen un papel en la regulacion de la respuesta inmune, a través de la
presentacion de antigenos a las células T y de la produccién y liberacién de moléculas
inmunomoduladoras. Lotfi y col. demostraron que después de la inyeccion subcutdnea de
células de melanoma en ratones, se produce una eosinofilia significativa dentro de regiones
necroticas y capsulares en comparacion con areas de células tumorales viables y que la
infiltracion de tejidos por dichos eosindfilos estd mediada por factores liberados

directamente de los tejidos necréticos tumorales (Lotfi R, 2007).

En varias neoplasias como melanoma, cdncer gastrico, colorrectal, oral y de préstata,
los eosindfilos juegan un papel antitumoral, mientras que en otras como el linfoma de
Hodgkin y el carcinoma cervical, se han relacionado con un mal prondstico vy, finalmente,
en algunos casos, aparentemente son espectadores inocentes. Estos resultados
aparentemente contradictorios sugieren que el papel de los eosinéfilos y sus mediadores

podria depender del tipo de tumor (Varricchi G, 2017).

Uno de los componentes mas comunes del estroma tumoral son los fibroblastos
activados, conocidos como fibroblastos asociados al tumor (CAF) o miofibroblastos (Ostman

A & Augsten M, 2009; Folgueira MA, 2013). Los CAF son un subconjunto celular que
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expresan alfa actina de musculo liso (del inglés: a Smooth Muscle Actin, aSMA), proteina de
activacion de fibroblastos (del inglés: Fibroblasts Activation Protein, FAP), desmina, proteina
S100A4 y Thy-1 (Xing F, 2010). Los CAF tienen caracteristicas distintas, no revierten a un
fenotipo normal, no sufren apoptosis como los fibroblastos normales (Hanahan D &
Weinberg R, 2011) y generan cambios en la expresidon de genes que llevan a la secrecion de
factores solubles, tales como quimioquinas o los factores de crecimiento, que modulan el
estroma tumoral, remodelan la matriz extracelular y, por lo tanto, estimulan la progresion
e invasion tumoral, angiogénesis y desarrollo de metastasis (Folgueira MA, 2013; Allen M
2011; Vong S & Kalluri R, 2011; Kharaishvili G, 2014). Orimo y col. demostraron, en un
modelo de xenoinjerto de tumor, que en cdnceres de mama primarios humanos los CAF
exhiben un aumento de la expresion de a-SMA y producen niveles elevados del factor
derivado de células estromales 1 (del inglés: Stromal cell Derived Factor 1, SDF-1)
responsable de reclutar células progenitoras endoteliales (del inglés: Endotelial Progenitor
Cell, EPC), estimulando la angiogénesis y por lo tanto el crecimiento tumoral (Orimo A,

2005).

Dentro de la poblacién heterogénea de leucocitos que infiltran los tumores, las células
CD4*, CD8*, NK y los macréfagos infiltrantes tumorales juegan un rol vital tanto en Ia
supervivencia como en el crecimiento tumoral. Estudios recientes han demostrado que el
reclutamiento, la activacién exitosa y la reprogramacién de células inmunes y estromales
en el espacio extracelular son el resultado de interacciones reciprocas entre las células
cancerosas y el MAT (Pottier C, 2015). Ademads, se ha informado que el desarrollo y la
progresion del tumor estdn influenciados por componentes del MAT y controlados por el
sistema inmunitario del huésped (Watnick RS, 2012). Por lo tanto, los componentes del MAT
y los biomarcadores del sistema inmune son importantes para la deteccién del cancer, las
evaluaciones de prondsticos y de respuesta al tratamiento (Pottier C, 2015; Watnick RS,

2012; Angell H & Galon J, 2013).

Un tipo comun de linfocitos T en el MAT son las células T CD8* citotdxicas, que pueden
contribuir como un valor prondstico del cancer, debido a que son capaces de eliminar las
células tumorales, a través del reconocimiento de un antigeno especifico en las mismas
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(Hivroz C, 2012; Klebanoff CA, 2006). Una vez que los linfocitos CD8* reconocen estos
antigenos tumorales, pueden eliminar dichas células directamente, o mediante Ia
produccién de grandes cantidades de IFN-y que inducen la muerte mediante mecanismos
inhibitorios en el ciclo celular, apoptosis, homeostasis del crecimiento vascular y mediante
la induccidn de la actividad tumoricida de los macréfagos dependiente de IFN-y (Dunn GP,
2004b; Ostrand-Rosenberg S, 2008). Hurkmans y col., demostraron que los linfocitos
infiltrantes tumorales CD8" elevados eran un biomarcador potencial para predecir una
mejor supervivencia libre de progresion (SLP) en pacientes con cancer pulmonar de células
no pequefias que recibian Nivolumab (Hurkmans DP, 2020). A su vez, Emens y col.
observaron una SLP y supervivencia general mas prolongadas en pacientes con cancer de
mama triple negativo que tenian linfocitos CD8* infiltrantes tumorales mas altos antes del

tratamiento con atezolizumab (Emens LA, 2019).

A su vez, las células T CD4* Th1 liberan IFN-y e IL-2, respaldando las funciones de las
células T CD8* (Wang T, 2004). Por otra parte, otras poblaciones de células T CD4",
denominadas Th2, apoyan la respuesta de las células B a través de la produccién de IL-4, IL-

5elL-13 (Angell H & Galon J, 2013; Lv L, 2011).

Las células T CD4* se pueden diferenciar a Th17 en respuesta al factor de crecimiento
transformante beta (del inglés: Transforming Growth Factor beta, TGF-B) e IL-6 (Maruyama
T, 2010) y producir IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 (Lv L, 2011; Klebanoff CA, 2006). Las células
Th1l7 se han visto involucradas en varias enfermedades autoinmunes y sindromes
inflamatorios crénicos y exhiben papeles duales en el MAT. Se ha observado que el
tratamiento de ratones con anticuerpos anti-TGF-B in vivo redujo la expresién de IL-17,
suprimiendo la apoptosis tumoral y revirtiendo la funcidn de las células Tregs (Yang L, 2010).
También se ha visto un rol dual en el proceso angiogénico, siendo capaces de estimular la
angiogénesis y el crecimiento tumoral a través de la secrecién de IL-17A, mientras que otras
citoquinas secretadas por las células Th17 (IL-17F, IL-21 e IL-22), exhiben propiedades
antiangiogénicas. Ademas, las células Th1l7 contribuyen a la inflamacién crdnica
promoviendo tanto la transformacion como la progresion del tumor, y pueden convertirse

en células Tregs, al ser influenciadas por el microambiente, apoyando la inmunosupresién
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tumoral (Bailey SR, 2014). Existe evidencia convincente que demuestra que las células Th17
transferidas adoptivamente pueden mediar respuestas antitumorales duraderas en ratones

con tumores de gran tamano (Bailey SR, 2014).

Las células T reguladoras (Tregs), son una subpoblacidn de las células T helper CD4*y
poseen un fenotipo CD4*, CD25*, FOXP3*. Normalmente protegen contra las enfermedades
autoinmunes al suprimir las células T autorreactivas, sin embargo, en pacientes con
diferentes tipos de tumores, se ha reportado un nimero aumentado de Tregs en el sitio del
tumor, siendo capaces de suprimir una amplia gama de célulasinmunes, incluidas las células
T CD8*, NK, By las presentadoras de antigeno en el microambiente, en los nédulos linfaticos
drenantes o en circulacién (Zamarron B & Chen W, 2011; Allen M, 2011; Jiang X & Shapiro
DJ, 2014). Por otro lado, también se ha demostrado que las células Tregs producen grandes
cantidades de ligando de receptor activador para el factor nuclear kB (del inglés: Receptor
Activator for Nuclear Factor kB Ligand, RANKL), que activan las células de cdncer de mama
gue expresan RANK y promueven las metastasis (Tan W, 2011). En consecuencia, un alto
nimero de células Tregs estd asociado con un peor prondstico en el cdncer de mama
(Bohling SD & Allison KH, 2008; Ohara M, 2009). Se cree que el tumor en si mismo recluta
células Tregs a través de la secrecién de prostaglandina E2, asi como la sefalizacion de TGF-
B, y suprime las funciones de las células efectoras a través de la secrecién de IL-10 y TGF-B
para crear un microambiente inmunosupresor (Linehan DC & Goedegebuure PS, 2005; Jiang
X, 2014). Tanto las células Tregs, como las células mieloides supresoras, producen
citoquinas que pueden generar CDs inmaduras, lo que impide el procesamiento y
presentacion antigénica, contribuyendo asi a los efectos supresores en el MAT (Mantovani
A, 2008). Por otro lado, en ciertas neoplasias como linfomas y cancer colorrectal, se ha
observado gran cantidad de células Tregs asociado con un buen prondstico. Por lo que
también las células Treg, presentan un rol dual en el crecimiento o rechazo del tumor

(Correale P, 2010).

Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular y actian como mediadores de la
comunicacion de célula a célula. Son sintetizadas por células inmunes y estromales y estan

implicadas en la regulacion del crecimiento y progresion tumoral. La fuerte asociacion entre
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la inflamacién y el cancer se refleja en los niveles alterados de citoquinas pro vy
antiinflamatorias, incluidos TGF-B, IL- 1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-17, etc., en el MAT donde
promueven la tumorigénesis mediante la alteracién de las caracteristicas tumorales tales
como la apoptosis, proliferacion, metastasis, angiogénesis y metabolismo (Kumari N, 2016;

Landskron G, 2014).

El interferon-gamma (IFN-y) es una molécula pleiotrépica con funciones
antiproliferativas, proapoptéticas, antitumorales e inmunomoduladoras. Por lo tanto, juega
un papel importante en la coordinacion de la respuesta inmune tanto innata como
adaptativa, asi como también en la regulacion de la inflamacion, apoptosis y ciclo celular
(Mendoza JL, 2019; Castro F, 2018). Esta citoquina es secretada predominantemente por
linfocitos activados tales como las células CD4 Th1, CD8 T citotdxicos, Ty, y NK'y, en menor
medida, por las células T asesinas naturales (NKT), las células B y las células presentadoras
de antigenos (del inglés: Antigen Presenting Cells, APC) (Castro F, 2018). Existe numerosa
evidencia que demuestra la importancia del IFN-y en una respuesta antitumoral efectiva.
Se ha demostrado que la neutralizacién de IFN-y por medio de anticuerpos monoclonales,
en animales portadores de tumores, aumenta la velocidad de crecimiento de los mismos en
comparacion con los ratones de tipo salvaje tratados con anticuerpos de control (Dighe AS,
1994). A su vez, se demostrd que los ratones que carecen de un receptor de IFN-y intacto
tienen una mayor incidencia de tumores espontaneos e inducidos por carcinégenos en
comparacion con los ratones de tipo salvaje de la misma edad (Teng MW, 2008). Por otro
lado, varios estudios han demostrado que los inhibidores de las proteinas CTLA-4 y PD-1,
asi como otras terapias de bloqueo de puntos de control inmunoldgico, dan como resultado
un aumento en la produccion de IFN-y (Chen H, 2009; Dulos J, 2012; Peng W, 2012) que, a
su vez, conduce a la eliminacion de células tumorales. Los efectos antitumorales de IFN-y
estan dados por la regulaciéon de la presentacion de antigenos, la promocién de sefiales
inflamatorias y quimiotdcticas, activacion y polarizacién de los leucocitos, asi
como efectos antiproliferativos directos y antiangiogénicos (Burke JD & Young HA , 2019).
Por otro lado, en los ultimos afios se ha visto que el IFN-y es también capaz de cumplir un

rol protumoral. Estudios recientes demostraron que los niveles de IFN-y en suero y la
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expresion tumoral de su receptor (IFN-yR) fueron mas altos en animales en la fase de escape
qgue en los de equilibrio (Giudice AD, 2020). A su vez, se ha demostrado que el IFN-y puede
inducir la expresién de moléculas de complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés:
Major Histocompatibility Complex, MHC) no cldsicas en las células tumorales,
permitiéndoles evadir la lisis mediada por los linfocitos T citotéxicos CD8* (Cho HI, 2011).
Otros trabajos mostraron que el IFN-y es capaz de inducir la apoptosis de células CD4*,
esenciales para la respuesta antitumoral llevada a cabo por los linfocitos citotdxicos CD8*
(Berner V, 2007). Esta funcién regulatoria explicaria el hecho de que la mayoria de los
ensayos clinicos en los que se administra IFN-y con el fin de provocar una respuesta
antitumoral no logre ese resultado. Incluso ciertos ensayos clinicos demuestran que el

tratamiento con IFN-y resulta desfavorable (Meyskens FL, 1995).

La interleuquina 4 (IL-4) es una citoquina pleiotrépica Th2 tipica, con actividad
inmunosupresora, que induce directamente la proliferacion de células tumorales y media
la resistencia a la apoptosis, apoyando el crecimiento tumoral (Pagura L, 2010; Li Z, 2008;
Prokopchuk O, 2005). Existe evidencia que tumores de mama, ovario y pulmaén, presentan
un aumento de la expresion de esta interleuquina (Nash MA, 1998; Todaro M, 2007; Todaro
M, 2008) y se ha propuesto que la misma promueve el desarrollo tumoral mediante efectos

inmunosupresores sobre las células T (Olver S, 2007).

La interleuquina-5 (IL-5) también es una citoquina Th2 producida principalmente por
linfocitos y en menor medida por los mastocitos (Wolterink RG, 2012). Actualmente hay
poca informacion de esta interleuquina y su rol en el cancer, sin embargo, algunos estudios
sugieren que tendria un rol pro tumoral y se la asocia con un mal prondstico ya que se
sospecha que promueve la invasion del tumor y el desarrollo de metastasis (Konig A, 2016).
Se ha observado que pacientes con cancer de pulmdn de células pequefias en un estadio
avanzado de la enfermedad, presentaban niveles elevados de IL-5 en suero (Pandit R, 2007).
A su vez, estudios recientes, han propuesto que la IL-5 es un factor fundamental en la

colonizacidon metastdsica de los pulmones (Zaynagetdinov R, 2015).
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La interleuquina 6 (IL-6) es una citoquina pleiotrépica con diversas funciones que
desempeiia un papel central en la regulacién de la respuesta inmune inflamatoria y es
producida y secretada por varios tipos de células, incluidas las células tumorales. Se ha
observado que esta interleuquina tiene propiedades pro y antiinflamatorias (Kumari N,
2016). Las fuentes primarias de IL-6 en el microambiente tumoral son las células tumorales,
asi como los macréfagos asociados a tumores (TAM), células T CD4*, MDSC y fibroblastos
(Bode JG, 1999; Nagasaki T, 2014; Nolen BM, 2008; Oh K, 2013). Se ha observado que
fibroblastos del tejido mamario secretan IL-6, que participa en el crecimiento e invasividad
de la linea celular MCF-7 (Baumgarten SC & Frasor J, 2012). Sullivan y col. informaron que
la sobreexpresion de IL-6 en las células MCF-7 induce la transicidn epitelio mesénquima y
aumenta su capacidad de invasion (Sullivan NJ, 2009). También se ha visto que IL-6 estd
involucrada en la proliferacién, diferenciacién y migracion de células malignas (Nagasaki T,
2014) y se encuentra en altas concentraciones en suero y en diferentes tejidos tumorales,
entre ellos el cancer de mama (Waldner MJ, 2012; Dethlefsen C, 2013). Ademds, se ha
informado que IL-6 aumenta en una variedad de tumores y contribuye al crecimiento
tumoral agresivo y la resistencia al tratamiento con terapias dirigidas. Los pacientes con
niveles mas altos de IL-6 tienen una supervivencia mas corta que aquellos con niveles
normales (Ding X, 2018). A su vez, una reduccién en el nivel de IL-6 fue visible en los
pacientes que respondieron mejor a la terapia (Wu CT, 2013; Chen MF, 2013; Shibayama O,
2014; Guo'Y, 2012; Ding X, 2018).

La interleuquina 10 (IL-10) es una de las principales citoquinas Th2 y estda cominmente
asociada con la regulacidon de la respuesta inmune antitumoral. Se ha visto que juega un rol
importante en la tolerancia inmunoldgica, siendo capaz de inhibir la sintesis de citoquinas
liberadas por las células T activadas, células NK y macréfagos, ademas de bloquear la
actividad presentadora de antigenos de los macréfagos. Aunque las células Th2 fueron la
primera fuente celular identificada de IL-10 (Fiorentino DF, 1989) también se ha
demostrado la produccidn de ésta interleuquina por otras células, tales como células de los
linajes mieloide y linfoide (Saraiva M & O’Garra A, 2010; Ouyang W & O’Garra A, 2019),

tales como macroéfagos, monocitos, CD, neutréfilos, mastocitos, eosindfilos y células NK,
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ademds de las células T CD4 y CD8 y las células B (Moore KW, 2001; Gabrysova L,
2014). Recientemente, el grupo de células productoras de IL-10 se expandié a macréfagos
residentes, como microglia (Lobo-Silva D, 2016) y macréfagos cardiacos (Hulsmans M,
2018). Finalmente, las células tumorales también pueden producir IL-10, lo que se ha
correlacionado con su capacidad para causar inmunosupresion (Chen Q, 1994; Itakura E,
2011), sugiriendo que es uno de los mecanismos empleados por las células tumorales para
evadir el rechazo inmunolégico. A su vez, Kaewkangsadan y col. analizaron los ganglios
linfaticos axilares (GLA) de mujeres con cdncer de mama y localmente avanzado vy
encontraron que los GLA metastdsicos exhibian niveles mds altos de IL-10 que los no
metastdsicos (Kaewkangsadan V, 2018). Por otra parte, multiples estudios han encontrado
una correlacién positiva entre los niveles elevados de IL-10, tanto en suero como en el
tumor, y un mal prondstico. Estos estudios se han realizado sobre diversos tipos de tumores
(Chen Q, 1994; Sato T, 1996; Boulland ML, 1998; Boyano M, 2000; Nemunaitis J, 2001; Li C,
2014). Contrariamente a dicha funcién inmunosupresora, algunos autores han observado
que IL-10 podria funcionar como un factor de diferenciacién (Pagura L, 2010) y crecimiento
hacia la subpoblacién de linfocitos CD8*, lo que indicaria una funcién inmunoestimulante

de esta interleuquina (Teng MW, 2011).

La interleuquina 12 (IL-12) es una citoquina pleiotrépica y proinflamatoria, cuyas
acciones crean una interconexion entre la inmunidad innata y adaptativa (Lasek W, 2014).
Esta interleuquina desempefia un papel esencial en la diferenciacién de las células CD4* Th1
en la respuesta contra el cadncer, cumpliendo un rol antitumoral y es producida por células
dendriticas, macréfagos y células B en respuesta a agentes patdgenos (Lu X, 2017; Ma X &
Trinchieri G, 2001; O'Shea JJ & Paul W, 2002). La IL-12 estimula la produccién de IFN-y por
las células NKy T (Otani T, 1999) y el crecimiento y citotoxicidad de las células NK activadas,
células T CD8*y CD4*(Zeh HJ,1993), cambiando Ila diferenciacién de las
células ThO CD4 * hacia el fenotipo Th1 (Trinchieri G, 1992). Sin embargo, otros mecanismos
también contribuyen en gran medida a actividades antitumorales, como efectos
antiangiogénicos, a través de la induccidn de citoquinas antiangiogénicas y produccién de

quimioquinas (Angiolillo AL, 1996), remodelacion de la matriz extracelular peritumoral y
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estroma tumoral (Kerkar SP, 2013), reprogramacién de MDSC (Kerkar SP, 2011) y cambios
en el procesamiento y aumento de la expresién de MHC de clase | (Suzuki S, 1998). Afios
atrds se han realizado varios estudios utilizando IL-12 murina recombinante y se ha
demostrado que esta interleuquina funciona terapéuticamente en una serie de modelos
espontdneos e inducidos de metdstasis pulmonares, hepaticas y ganglionares (Brunda MJ,
1993; Gately MK, 1994; Mu J, 1995; Nastala CL, 1994; Stern LL, 1994). Brunda y col.
observaron que la administracidn sistémica de IL-12 en animales portadores de melanoma
(B16F10), de sarcoma de células reticulares (M5076) y de adenocarcinoma de colon (MC-
38) inhibid las metastasis y aumento la supervivencia (Brunda MJ, 1993; Nastala CL 1994).
También se demostrd que la reseccidn quirdrgica de un carcinoma ovarico subcutaneo
primario, las metdstasis inducidas en los ganglios linfaticos y en los pulmones se redujeron
notablemente en los ratones tratados con IL-12 en comparacién con los controles,
demostrando su actividad anti metastasica; estos resultados también se observaron en
modelos de metastasis espontaneas (Mu J, 1995). Sin embargo, los estudios clinicos con IL-
12, a pesar de las altas expectativas, no arrojaron resultados satisfactorios, ya que su
eficacia en dosis toleradas fue limitada y las administraciones sistémicas de IL-12 fueron
sumamente toxicas. (Nguyen KG, 2020). Una posibilidad de la eficacia clinica limitada es el
suministro insuficiente de IL-12 al microambiente tumoral en humanos. La IL-12, como la
mayoria de las interleuquinas, funciona localmente a través de mecanismos paracrinos y
autocrinos. La diana ideal de la inmunoterapia con IL-12 no son los linfocitos en circulacion,
sino las células inmunes intratumorales y los ganglios linfaticos cercanos, incluidas las
células T activadas pero agotadas, las células NK, los macréfagos asociados a tumores y las
MDSC. Por lo tanto, maximizar la cantidad de IL-12 que llega al tumor parece fundamental
para una respuesta antitumoral sélida. (Nguyen KG, 2020). La administracion local de IL-12
recombinante es la estrategia mas directa y cuantificable para asegurar la precisién y
reproducibilidad de una dosis administrada. Sin embargo, las interleuquinas recombinantes
se diseminan rdpidamente desde los sitios de inyeccidn locales hacia la circulacién sistémica
(Zaharoff DA, 2007). Por lo tanto, para mantener altos niveles de IL-12 recombinante en el

microambiente tumoral mientras se minimiza la exposicion sistémica, se estan
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desarrollando tecnologias de administraciéon sostenida, capaces de liberar localmente
proteinas y citoquinas durante periodos prolongados de tiempo después de la inyeccién

directa (Wang L, 2019).
1. 4. Angiogénesis

La angiogénesis se define como la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de
vasos preexistentes y se ha caracterizado como un proceso esencial para la proliferaciéon y
viabilidad de las células tumorales (Ramjiawan RR, 2017). El proceso angiogénico se produce
cuando el tumor adquiere unos pocos milimetros y comienza a requerir vascularizaciéon
propia para el ingreso de oxigeno y nutrientes que le permitan seguir proliferando. Las
células tumorales secretan altos niveles de factores proangiogénicos que contribuyen a la
creacion de una red vascular anormal que se caracteriza por vasos sanguineos
desorganizados, inmaduros y permeables (Viallard C & Larrivée B, 2017). Entre los estimulos
que desencadenan el proceso angiogénico, la hipoxia es el regulador predominante (Mittal
K, 2014). La capacidad de adaptacién a la hipoxia por las células malignas es fundamental
para el crecimiento tumoral. La genética y los mecanismos bioldgicos subyacentes a este
fendmeno son todavia poco claros, pero muchos estudios sugieren un papel muy
importante del factor inducible por hipoxia (del inglés: Hypoxia-Inducible Factor, HIF). En
condiciones de hipoxia, la subunidad alfa de este factor (HIF-1a) no es destruida y responde
a la baja concentracién de oxigeno, actuando como un regulador de la homeostasis y
activando la transcripcién de un conjunto de genes implicados en la adaptacién a la hipoxia,
supervivencia celular, angiogénesis y metastasis como, por ejemplo, el factor de
crecimiento endotelial vascular (del inglés: Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), el
factor de crecimiento transformante alfa (del inglés: transforming growth factor alpha, TGF-
a), entre muchos otros implicados en el desarrollo y la agresividad tumoral (Melillo G,
2006). Su expresion esta asociada a un aumento del potencial metastasico, que se verifica
tanto en estudios animales, como en tumores humanos (Semenza GL, 2000). Ademas, el
aumento de expresiéon de HIF-1a esta asociado a una supervivencia mas corta en el cancer
de mama y utero (Bos R, 2001; Birner P, 2001). Por otro lado, con el fin de aumentar la
supervivencia o la regresion de tumores, se realizaron experimentos donde se interrumpid
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el suministro vascular mediante el bloqueo de los factores proangiogénicos o a través de la
inhibicidn de la actividad de sus receptores afines con agentes farmacoldgicos (Ferrara N &
Kerbel RS, 2005; Folkman J, 2007; Zhu AX, 2011). Sin embargo, se demostré que la
disminucién de vasos luego de tratamientos antiangiogénicos aumenta la hipoxia, lo que a
su vez promueve la rapida progresién tumoral a través de multiples mecanismos, entre
ellos, aumento de la migracion e inflamacién (Jain RK, 2005; Jain RK, 2001). Ademas, los
tumores hipdxicos son mas resistentes a los tratamientos citotdxicos estandar, incluidos los
agentes quimioterapéuticos o la radioterapia (Jain RK, 2009; Wilson WR & Hay MP, 2011).
Actualmente se sabe que la dosis adecuada de tratamiento antiangiogénico puede conducir
a una normalizacién de la vasculatura tumoral, al reducir la permeabilidad vascular y la
presion del liquido intersticial, y mejorar el flujo sanguineo y la perfusion tumoral. La
vasculatura tumoral normalizada puede reducir la hipoxia tisular, mejorar el ingreso de
oxigeno a las células y la administracién de agentes citotdxicos, asi como también, mejorar
la inmunidad antitumoral (Huang Y, 2013; Jain RK. 2005; Jain RK. 2001; Jain RK. 2013). Los
estudios preclinicos y clinicos apoyaron la hipdtesis de que la terapia antiangiogénica puede
normalizar la vasculatura del tumor, al menos de forma transitoria lo que se asocié con una
mejor supervivencia en pacientes con tumores de cerebro, mama, colorrectal y pulmén
tratados con diferentes agentes citotoxicos (Kabbinavar F, 2003; Heist RS, 2015; Batchelor

TT, 2007; Tolaney SM, 2015; Cameron D, 2013).

1. 5. Modelos Animales

La utilizacion de modelos animales experimentales es esencial para obtener los
conocimientos basicos de los mecanismos bioldgicos subyacentes en enfermedades
humanas. Desde hace muchos afios, su utilizacion ha contribuido a la investigacién
biomédica y ha llevado a descubrimientos importantes, proporcionando informacidn clave
sobre la biologia de las enfermedades humanas, sus mecanismos moleculares vy
permitiendo de esta manera el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos (Cox RD &
Brown SD, 2003). El uso de modelos experimentales en la investigacidon biomédica tiene dos
funciones importantes: el descubrimiento de los mecanismos bioldgicos basicos y el

desarrollo de nuevos farmacos y tratamientos, los cuales se han empleado con éxito para
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el desarrollo de nuevos conceptos y tratamientos terapéuticos clinicos. Los modelos
experimentales son muy utiles porque "simplifican" el estudio de las enfermedades
humanas, mantenimiento la mayor parte de los factores ambientales constantes y haciendo
factible identificar las influencias genéticas (Schughart K, 2013). Ademds, el desarrollo de
modelos animales in vivo que recapitulan la historia natural de los canceres humanos y su
respuesta clinica a la terapia constituye un prerrequisito fundamental para su traslacion a

la clinica (Cekanova M & Rathore K, 2014).

Los ratones y las ratas son los modelos mas ampliamente utilizados para el estudio de
la carcinogénesis humana debido a la facilidad de su cria, su corto ciclo reproductivo, su
facil manipulacién, su conocimiento gendmico y, fundamentalmente, a la posibilidad de
extrapolar al ser humano, si bien con ciertas limitaciones, los resultados obtenidos gracias
a que tanto ratones como humanos poseen aproximadamente la misma estructura de
genes y la mayoria de las vias de sefializacidn celular estan altamente conservadas entre las
dos especies. Usualmente las células tumorales de ratas y ratones suelen tener mutaciones
en genes similares a los que se presentan en los tumores humanos, por lo que los
mecanismos de control del desarrollo tumoral demuestran equivalencia entre las especies
(Irminger-Finger |, 2016; Bieging-Rolett KT, 2016; Sakai H, 2014). Ademas, en ambas
especies puede observarse el desarrollo de tumores espontaneos, asi como también
pueden inducirse tumores luego de la exposicidon a determinados carcindgenos quimicos

(Herrera VL, 2013; Smits B, 2013).

Una ventaja de la utilizacion del ratén como modelo animal en investigacion es que
su genoma fue completamente secuenciado y hoy en dia se cuenta con recursos
informaticos que permiten integrar datos genéticos, gendmicos y bioldgicos del raton de
laboratorio para facilitar el estudio de la salud humana y la enfermedad (Eppig JT, 2015;

Schofield PN, 2012; Bult CJ, 2015).

La necesidad de contar con mejores tratamientos para el cdncer humano ha llevado
a la utilizacion de modelos de xenoinjerto que incorporan lineas celulares primarias o

genéticamente modificadas, tumores primarios y metastasicos de pacientes, lo que permite
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evaluar potenciales tratamientos terapéuticos (Hidalgo M, 2014; Whittle JR, 2015).
También se han disefiado modelos de ratones genéticamente modificados, ya sea alterando
la expresidon de oncogenes, generando mutaciones genéticas especificas, o inactivando
genes supresores de tumores (Kerbel RS, 2013; Mou H, 2015) que imitan las alteraciones
somaticas observadas en los tumores humanos y la progresién de la enfermedad (Singh M
2012; Hayes SA, 2014). A su vez, la evolucién en el conocimiento de la genética del ratén ha
facilitado el desarrollo de modelos con mayor complejidad, asemejdndose aun mas a los

tumores humanos (Stied! P, 2015).

La creacién de lineas de ratones susceptibles al desarrollo de tumores mediante
cruzas selectivas, comenzd hace casi un siglo cuando William Castle y Clarence Cook Little
utilizaron lineas endocriadas las cuales mostraban una susceptibilidad aumentada tanto a
los tumores espontaneos como a aquellos inducidos por carcinégenos (Franks LM &

Knowles MA, 2005).

Los hibridos F1 son la primera generacién obtenida de la cruza de dos lineas
consanguineas. Ademads de ser genéticamente uniformes (isogénicas), seran heterocigotas
para todos los loci en los que difieran las lineas parentales. Como consecuencia, los hibridos
F1 no pueden ser apareados entre si (esta cruza generara animales F2, la cual es la segunda
generacion o segunda filial obtenida de la cruza de dos hibridos F1), sino que deben ser
producidos, cada vez que se requiera, por la cruza de las lineas parentales. (Benavides FJ &

Guénet JL, 2003).

La cepa de ratones CBi se generd en el Centro de Biologia de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de Rosario mediante cruzamientos en los que
participaron animales de las cepas BALB, Rockland, Swiss y NIH y se mantiene en el Instituto
de Genética Experimental como una poblacién de cria libre sujeta a un proceso de endocria
por limitacion del nimero de individuos. A partir de una poblacidon de la cepa CBi, se
obtuvieron, a través de un proceso de seleccién artificial por conformacién corporal, cuatro
lineas de ratén (CBi*, CBi-, CBi/C y CBi/L) que difirieren en forma y tamafio corporal. Los

animales de la linea CBi* se caracterizan por tener tamafio grande con alta biomasa (alto
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peso) distribuida en un esqueleto largo (cola larga) y los animales de la linea CBi’, se
caracterizan por tener tamafo pequefo, con bajo peso y cola corta. Por otro lado, los
animales de la linea CBi/C se caracterizan por tener conformacién compacta (alto peso y
cola corta) y los de la linea CBi/L por tener conformacidn longilinea, (bajo peso y cola larga).
(Di Masso RJ, 1991). Actualmente dichas lineas, poseen mas de 100 generaciones de cria
selectiva, tienen un coeficiente tedrico de endocria superior a 0,99 y han fijado distintas
combinaciones alélicas por los efectos conjuntos de la cria selectiva, la respuesta
correlacionada a la seleccion, los efectos no direccionales de la endocria, la deriva génica, y
la aparicion de nuevas mutaciones. A su vez presentan diferencias en el crecimiento,
desarrollo y composicién corporal, propiedades contractiles del mudsculo, resistencia a las
parasitosis, susceptibilidad a la carcinogénesis espontanea de mama asi como la influencia
del hospedero en el crecimiento de un adenocarcinoma de mama transplantable.

(Hinrichsen L & Di Masso RJ, 2010).

El adenocarcinoma de mama M-406, surgié espontaneamente en el afio 1996 en una
hembra de la linea CBi y muestra diferente comportamiento en cada una de las lineas
derivadas de ésta por seleccién. Mientras que en la linea CBi el tumor crece en forma
exponencial en el 100% de los animales al ser inoculado de forma subcutanea (s.c.) con
trécar, en la linea CBi~ el tumor muestra un breve crecimiento luego del cual comienza a
remitir hasta su eliminacién en el 100% de los animales (Zacarias Fluck M, 2007). A su vez,
en un ensayo preliminar, se observé que cuando ratones CBi~ fueron desafiados por
segunda vez con el tumor M-406 (luego de una primera eliminacién), volvieron a rechazar
el tumor, y lo hicieron mds rapido, comparado con lo experimentado tras la primera

exposicién al antigeno tumoral.

En la linea CBi/L el comportamiento tumoral es mas complejo. En el 100% de los
animales el tumor comienza a crecer de forma exponencial. Luego de un periodo de
crecimiento, en algunos ratones el tumor comienza a regresar hasta ser eliminado por
completo (30%), en otros continta con el crecimiento exponencial (51,3%) y, en un tercer
grupo, el tumor entra en un estado de equilibrio en el cual no se aprecia un crecimiento

neto (18,7%). Luego, algunos tumores de este ultimo grupo retoman un crecimiento
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exponencial, escapando del equilibrio y tornandose letales, mientras que en otro grupo
comienzan a regresar hasta que son eliminados, comportamiento que puede ser asimilado
como las tres fases de la Inmunoedicién Tumoral (Pagura L, 2014). Por ultimo, los animales
CBi/C mostraron un comportamiento similar al descrito para la linea CBi- (100% de toma,
100% de regresion y 0% de letalidad) por lo que puede ser caracterizada como una linea
resistente a M-406, mientras que en la linea CBi* el tumor crece hasta alcanzar un volumen
maximo y luego regresa hasta hacerse no detectable. En este sentido, CBi* representa una
linea apta para el estudio del proceso que lleva al rechazo tardio de tumores transplantables

(Zacarias Fluck M, 2007).

1. 6. Complejo Mayor de Histocompatibilidad

Cuando se intenta trasplantar un fragmento de tejido u 6rgano de un individuo a otro,
en general, es rechazado. La aceptacion definitiva del injerto por parte del organismo
receptor es un fenédmeno raro, que se produce sdlo en situaciones particulares. Uno de los
factores que determina este rechazo o aceptacion es el grado de similitud genética entre el
donante y el receptor. Es bien sabido que los mecanismos responsables del rechazo son de
naturaleza inmunoldgica; en efecto, los injertos son rechazados mas lentamente e incluso
aceptados, en aquellos organismos inmunodeficientes, ya sea a través de la inmunidad
innata o de la adquirida. Por otro lado, se sabe que un injerto entre diferentes individuos
de la misma especie provoca la aparicién, en el receptor, de anticuerpos especificos y de
células T especificas contra los determinantes antigénicos presentes en el injerto. Los genes
que controlan estos procesos han sido Ilamados genéricamente genes de
histocompatibilidad, siendo el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), el de mayor
importancia en los trasplantes. Luego de muchos afios de trabajo los genetistas han podido
identificar un gran niumero de genes implicados en este fendmeno, localizarlos en los mapas
genéticos de varios mamiferos y estudiar el efecto individual de cada uno de esos genes.
Finalmente, los bidlogos moleculares han clonado y determinado la secuencia de varios de
esos genes, con el propdsito de comprender su organizacién, su funcionamiento y, en

particular, su regulacién y expresion (Benavides FJ & Guénet JL, 2003).
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En el ratén, este complejo se denomina “complejo H2”, el cual comprende varios
genes agrupados principalmente como genes de clase |, clase Il y clase lll. Estos genes son,
en su mayoria, altamente polimdrficos y se sitian muy cerca unos de otros en un segmento
del cromosoma 17 del ratén. Las moléculas de clase Il se expresan en la superficie de las
células presentadoras de antigenos, uniéndose selectivamente a péptidos derivados del
procesamiento de antigenos extrafios y activando clones de linfocitos T CD4* especificos
para el antigeno en cuestion, iniciando la respuesta inmune adaptativa. La identificaciéon de
los alelos MHC de clase Il es, por lo tanto, extremadamente importante en estudios que
involucran presentacién de antigeno y trasplante de células/érganos (Benavides FJ &

Guénet JL, 2003).
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2. 1. Evaluacion del complejo mayor de histocompatibilidad

Debido a las diferencias observadas en el crecimiento del tumor en los diferentes
genotipos, fue necesario analizar si las mismas se generaban como consecuencia del
rechazo al tejido tumoral inoculado por falta de histocompatibilidad entre las diferentes
lineas o como resultado de una respuesta antitumoral eficiente desarrollada en los animales
qgue rechazan el tumor. Para ello se enviaron muestras de ADN gendmico provenientes de
las diferentes lineas de raton al laboratorio del Dr. Fernando Benavidez (Centro de Cancer
MD Anderson de la Universidad de Texas, Smithville, Tx, USA), donde se realiz6 la
tipificacion del haplotipo H2 por un procedimiento basado en la amplificacién gendmica del
ADN por reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés: Polymerase Chain Reaction, PCR)

seguida de RFLP (del inglés: Restriction Fragment Length Polymorfisms).

Los resultados (Tabla Il) demuestran que las lineas CBi-, CBi/L y CBi presentan el mismo
haplotipo heterocigota H2<p>/H2<j>, mientras que las lineas CBi* y CBi/C presentan el
haplotipo heterocigota H2<b>/H2<j>. Teniendo en cuenta la respuesta antagdnica de CBiy
CBi” frente al desafio tumoral, estos resultados apoyan la hipétesis de que la resistencia a
M-406 mostrada por la linea CBi" es el resultado de una fuerte respuesta inmune

antitumoral que deriva en el rechazo del mismo (Capitani MC, 2020).
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Posicion (Mb)

CBi

CBi/C
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D17Mit143

D17Mit113

D17Mit261

D17Mit197

D17Mit133

D17Mit26

D17Mit46

D17Mit100

D17Mit62

H2 PCR

D17Mit83

D17Mit24

D17Mit234

D17Mit65

8.4 UNK1

11.9

15.8

20.1

24.8

25.3

25.3

26.1

17.98 cM

Haplotipo

34.9

37.4

39.0

47.5

BALB-L

UNK1

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

BALB-L

B6-L

p/j

UNK1

B6-L

B6-L

BALB-L

UNK1

UNK1

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

BALB-L

B6-L

p/j

UNK1

B6-L

B6-L

BALB-L

BALB-L

UNK2

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

BALB-L

BALB-L

p/j

UNK1

B6-L

B6-L

UNK1

BALB-L

UNK2

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

BALB-L

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

Tabla Il: Posicion de los loci H2 en el cromosoma 17

BALB-L

UNK1

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

B6-L

BALB-L

B6-L

b/j

B6-L

B6-L

B6-L

UNK2
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2.2. Analisis mendeliano de la resistencia/susceptibilidad a un tumor trasplantable de
mama en un modelo murino

Debido a los resultados anteriormente descriptos, y con el fin de caracterizar el patrén
de herencia de la resistencia/susceptibilidad al adenocarcinoma de mama M-406, y
mediante un enfoque mendeliano clasico, se realizaron cruzamientos reciprocos entre las
lineas endocriadas de ratén, CBi y CBi", generandose la filial 1 (F1) y a partir de ella la filial 2
(F2). Para ello, se usaron machos y hembras de ambos hibridos reciprocos (F1A y F1B), lo
que permitié disponer de las cuatro combinaciones posibles entre ambas F1: F2A, F2B, F2C

y F2D.

El tumor presentd 100% de toma en todas las combinaciones F1y F2. En la F1 crecid
exponencialmente en todos los animales hasta alcanzar el tamano maximo permitido por
las normas éticas, momento en que se los sacrificd. Es decir, los hibridos reciprocos F1 se
comportaron ambos como CBi (toma 100%, letalidad 100%), poniendo de manifiesto
ausencia de efectos maternos. Con respecto a la F2, el tumor crecié exponencialmente en
el 75% de los animales y regresé espontdneamente en el 25% restante hasta su eliminacion
total. La segregacién mostrada en la F2 fue compatible con el caracter autosémico
dominante de la susceptibilidad al tumor observado en la F1. El analisis del tiempo de
duplicacién tumoral en las distintas combinaciones F2, se tradujo en una mayor velocidad
de crecimiento del tumor, en aquella con doble dosis genética CBi (susceptible) de origen
materno, F2D, y una menor velocidad de crecimiento tumoral en aquella con doble dosis
materna CBi™ (resistente), F2A, respuesta no evidenciada en las dos combinaciones F2
restantes (F2B y F2C). Esta respuesta diferencial sélo fue observada en hembras, lo que
permite suponer la existencia de fendmenos epigenéticos vinculados con el sexo del

portador del tumor (Caceres JM, 2015).

2.3. Inmunosupresion de ratones CBi- desafiados con un adenocarcinoma de mama
Considerando que el sistema inmune juega un rol fundamental en la defensa del
organismo frente a los tumores, y la inmunosupresién reduce la activacion o la eficacia del
sistema inmunoldgico, se evalud el crecimiento del adenocarcinoma de mama M-406 en
animales CBi~ inmunosuprimidos con ciclosporina A (CicloA) y dexametasona (Dexa). La
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CicloA y la Dexa son farmacos que poseen efectos inmunosupresores que actuan sobre la

respuesta inmune humoral y mediada por células.

Para ello, animales CBi'N (normales) se inmunosuprimieron con CicloA (CBiCicloA), o
con Dexa (CBi'Dexa) durante 7 dias. Pasado este tiempo, animales CBi'N, CBiCicloA, y CBi-
Dexa fueron inoculados con M-406 por via s.c. (Dia 0). Se evalué la evolucién del volumen
tumoral durante el experimento y se observd que en el dia 14 post inoculacion tumoral, los
animales CBi'N, CBiCicloA y CBi'Dexa se diferenciaron significativamente en el volumen
tumoral. El porcentaje de regresion tumoral en el dia 21 en CBi'Dexa, fue de 0%, de 40% en

el grupo CBiCicloA y del 100% en CBi'N.

Estos resultados permitieron concluir que la inmunosupresidon con dexametasona
permite el crecimiento de M-406 en los animales CBi-, sugiriendo que el sistema inmune del
huésped participa de manera activa, desarrollando una respuesta inmune efectiva que
logra la regresidn espontdnea vy, finalmente, la completa eliminacién del tumor en los

animales de dicho genotipo (Crocco ML, 2013).
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3.1. Objetivo general

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la respuesta inmune antitumoral y el
microambiente tumoral en las lineas parentales endocriadas de ratones CBi susceptible y
CBi- resistente, y de la F1 derivada de los cruzamientos reciprocos de dichas lineas

parentales, inoculadas con el adenocarcinoma de mama triple negativo M-406.

3.2. Objetivos especificos

En las lineas parentales CBi y CBi-

1.  Corroborar el crecimiento y escape y/o eliminacién del adenocarcinoma de mama
M-406
2. Durante la evolucion del crecimiento y escape y/o eliminacién tumoral
a) Cuantificar en muestras de sangre las citoquinas IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
e IL-12 y los linfocitos CD4*, CD8*, Treg y Th17 circulantes
b)  Cuantificar en muestras de tumores los linfocitos CD4*, CD8*, Tregy Th17
c) Caracterizar histolégicamente el microambiente tumoral
d) Determinar la presencia de células HIF1a®.
e)  Cuantificar la presencia y actividad de fibroblastos asociados al tumor
mediante la expresiéon de la proteina a-SMA.
f) Determinar el coldgeno de la matriz extracelular.

3. Determinar la presencia o ausencia de metdstasis pulmonares

En la Filial 1

4.  Corroborar el comportamiento del adenocarcinoma de mama M-406

5. Cuantificar los linfocitos CD4*, CD8*, Treg y Th17, tanto circulantes como en
muestras de tumores, durante la evolucion del crecimiento tumoral.

6. En la fase de escape

a) Determinar la presencia de células HIF1a®.
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b)  Cuantificar la presencia y actividad de fibroblastos asociados al tumor
mediante la expresiéon de la proteina a-SMA.
c) Determinar el coldgeno de la matriz extracelular.

7. Determinar la presencia o ausencia de metdstasis pulmonares
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4.1. Animales

Se utilizaron ratones adultos hembras de las lineas endocriadas CBi y CBi
pertenecientes al Bioterio del Instituto de Genética Experimental de la Facultad de Ciencias
Médicas, UNR, y los hibridos hembras F1A y F1B derivadas de los cruzamientos reciprocos

entre ambas lineas parentales.

Los animales fueron provistos de alimento balanceado comercial y agua ad libitum y
se los mantuvo en ciclos de luz/oscuridad de 12h y a temperatura controlada (25 + 22C). Los
experimentos se llevaron a cabo durante la primera mitad del ciclo de luz.

Todos los animales fueron tratados siguiendo los lineamientos éticos institucionales
que acuerdan con los del Comité de Bioética y del Sub-comité Institucional para el Cuidado

y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas, UNR.

Generacion de los hibridos F1: Se realizaron los siguientes cruzamientos reciprocos:

e F1A: ? CBi(n=10) x & CBi" (n=10)

e F1B: Q CBi" (n=10) x & CBi (n=10)

4.2. Tumor

Adenocarcinoma M-406: es un adenocarcinoma de mama semi-diferenciado del tipo
B (Squartini & Pingitore, 1994) y triple negativo (negativo para los receptores de estrégenos
(ER), progesterona (EP) y receptor 2 del factor de crecimiento de tipo epidérmico humano

(Her2/neu) (Rico MJ, 2012).

Este tumor surgié espontaneamente en 1996, en una hembra de la linea CBi y se
mantiene desde entonces, in vivo, por injertos intraperitoneales (i.p.) en su huésped
singeneico, cada 14 dias. Cuando el tumor se inocula por via subcutanea (s.c.) en la linea de

origen, la incidencia tumoral y letalidad es del 100% (100% de toma y 0% de regresion).
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4.3. Modelo experimental

Ratones adultos hembras CBi, CBi", F1Ay F1B fueron desafiados por via s.c. en el flanco

derecho, utilizando trdcar, con un inéculo de aproximadamente 1 mm?3del adenocarcinoma

M-406. Durante el experimento se evalud el crecimiento del tumor (midiendo tres veces

por semana con calibre Vernier el didmetro tumoral mayor y menor) y se calculé el volumen

tumoral mediante la siguiente férmula: VT = (D menor? x D mayor x 0,4) y los animales

pertenecientes a los distintos genotipos se distribuyeron en 5 grupos de acuerdo a los

materiales a extraer y a las determinaciones a realizar:

Grupo 1: (n=6/genotipo). En las hembras CBi, F1A y F1B se evalud el crecimiento
tumoral hasta que el tumor llegd al maximo tamano tumoral éticamente permitido.
Los animales fueron sacrificados por sobreexposicion a CO;. Se extrajeron muestras
de tumor, las cuales fueron fijadas en formaldehido al 4% e incluidas en parafina.
Seguidamente se realizaron cortes con micrétomo de 5-7um de espesor para
realizar los anadlisis inmunohistoquimicos correspondientes. También, se extirparon
los pulmones para el analisis y cuantificacion de metastasis.

Grupo 2: En hembras CBi, CBi’, F1A y F1B (n=6) se evalué el crecimiento tumoral
hasta que el tumor alcanzd la fase de Escape o cuando el tumor estaba en la fase de
Eliminacién. Durante el experimento se extrajeron muestras de sangre de la vena
mandibular: en el estado Basal (previo al desafio del tumor), en la fase de
Crecimiento y en la fase de Escape o Eliminacidon (post- desafio tumoral) para
determinar los linfocitos CD4*, CD8*, Tregs y Th17 circulantes por citometria de flujo.
Grupo 3: Se tomaron muestras de tumor de CBi, CBi", F1A y F1B (n=5-6) en la fase
de Crecimiento y de Escape o Eliminacion y se realizd una suspensién celular por
disgregacion mecanica, para determinar los linfocitos CD4*, CD8*, Tregs y Th17
intratumorales por citometria de flujo.

Grupo 4: (n=6-8) Cuando los animales estaban en la fase de Crecimiento o cuando
alcanzaron la fase de Escape, en la linea CBi, o Eliminacion en CBi, los mismos fueron
anestesiados y se extrajeron muestras de sangre, se separo el suero y se congelé a -

202C hasta su utilizacién. Posteriormente, los animales se sacrificaron por
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sobreexposicidon a CO;y se extrajeron muestras de tumor, las que fueron fijadas en
formaldehido al 4% e incluidas en parafina, para determinar HIF1- o, CAF y fibras de
coladgeno (Fig. 2).

e Grupo 5: (n=5-6/ genotipo). Se tomaron muestras de tumor, en los dias 3,5, 7, 10 y
14 enlalinea CBi,yenlosdias 3,5,7,10y 12 en CBi"y fueron fijadas en formaldehido

al 4% e incluidas en parafina, para realizar los analisis histoldgicos.

Determinacion de la evolucién
del volumen tumoral

Inmunohistoquimica
Maximo Volumen / HIF1-a, CAF y fibras de

CBi,F1Ay Tumoral TUMOR colageno
F1B

PULMONES =) Metastasis

B,CYyE Citometria de flujo

CBi, CBi,
———————p SANGRE === focitos Circulantes

F1AyF1B

CyE Citometria de flujo
TUMOR ¥ Linfocitos Intratumorales

ELISA

CyE =l  Citoquinas Circulantes
. - SANGRE
CBi Yy CBi ey . P
TUMOR ___  Inmunohistoquimica
HIF1-a, CAF y fibras de
colageno

Dia3,5,7,10y 14
CBi_ ” JUMOR ———p Andlisis histolégicos
CBi >

Dia3,5,7,10y 12

Figura N°2: Modelo experimental

B: Condicion Basal, C: Fase de crecimiento en los animales CBi, F1 y CBi" y E: Fase de Escape en los animales
CBiy F1y de Eliminacion en los animales CBi

41



MATERIALES Y METODOS

4. 4. Cuantificacion de linfocitos por citometria de flujo

La evaluacion del porcentaje de células CD4*, CD8*, Treg y Th17 circulantes e

infiltrantes de tumor se realizé de la siguiente manera:

a)

b)

Linfocitos circulantes (Grupo 2): Se obtuvieron muestras de sangre (100uL x animal,
anticoaguladas con EDTA) en condiciones Basales, en fase de Crecimiento y en fase
de Escape (CBi y F1) o Eliminacién (CBi’). Luego se lisaron los glébulos rojos,
utilizando cloruro de amonio como buffer de lisis, durante 30 min en estufa a 37°C.
Linfocitos intratumorales (Grupo 3): Las muestras de tumores obtenidos en fase de
Crecimiento y en fase de Escape o Eliminacidn fueron disgregadas mecdnicamente,

filtradas, posteriormente centrifugadas y lavadas con PBS.

Luego, ambas muestras fueron tratadas de la siguiente forma:

Se lavaron con PBS y se agreg6 el anticuerpo anti-CD8-[FITC] (BD Pharmingen), en
una diluciéon 1:400, utilizando PBS como buffer de dilucidn, para detectar los
linfocitos CD8*. Las muestras se incubaron 30 min en la oscuridad.

Posteriormente, se fijaron las células y se permeabilizaron, incubando en el buffer
correspondiente (BD Pharmingen) durante 30 min a 42C y 379C, respectivamente.
Entre la fijacidon y la permeabilizacion las muestras fueron centrifugadas y lavadas
con PBS.

Luego, se realizé otro lavado con PBS y se agregd a cada muestra una mezcla
conteniendo los anticuerpos correspondientes conjugados a diferentes
fluorocromos para la deteccion de los linfocitos CD4* (anti-CD4-[PerCP-Cy5.5],
dilucion 1:400); Th17 (Th17: anti-IL-17-[PE], dilucién 1:400) y Treg (anti-Foxp3-
[Alexa Fluor 647], dilucién 1:300) (BD Pharmingen). Se utilizd PBS como buffer de
dilucién y las muestras se incubaron 30 min en la oscuridad.

Paralelamente se llevé a cabo un control negativo (sin anticuerpo) y un control
positivo (muestras de ganglio).

Las muestras fueron lavadas para eliminar el exceso de anticuerpo y se almacenaron

a 4°C en la oscuridad hasta el momento de la determinacion.
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Finalmente, se procedio a cuantificar en el citdometro BD FacsAria Il. Los datos se analizaron

con el software Flowing (Turku Centre for Biotechnology).

4. 5. Cuantificacion de citoquinas circulantes por ELISA

Animales del Grupo 4 fueron anestesiados con ketamina y xilacina (Dosis:
Ketamina/Xilacina 150/15 mg/Kg de peso) y se extrajeron muestras de sangre, por puncion
cardiaca. Luego de la retraccién del coagulo por incubacién a 379C, se centrifugaron las
muestras a 10.000 rpm durante 10 minutos, se separd el suero en tubos Eppendorf y se
congeld a -202C. En las muestras de suero obtenidas, se evaluaron los niveles de diferentes
citoquinas: IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-12 mediante la técnica de ELISA. Para ello se
utilizé un kit comercial (BD OptEIA™, BD Biosciences) y se llevé a cabo segun el protocolo

establecido por el fabricante.
4. 6. Analisis histoldgicos e inmunohistoquimicos

4. 6. 1. Hematoxilina-eosina
Los cortes histolégicos obtenidos de las muestras de tumor de animales del Grupo 5

se trataron segun el siguiente protocolo:

e Se desparafinaron, utilizando xileno y concentraciones decrecientes de alcohol.
e Se lavaron dos veces con H;0Oyq.

e Fueron teflidos con hematoxilina de 3-5 min.

e Se realizaron lavados con H,0q.

e Se tifieron con eosina durante 2 min.

e Se lavaron con agua corriente.

e Se deshidrataron y fijaron en alcoholes de concentraciones crecientes.

4. 6. 2. Tincion Picro-Sirius Red
e Las muestras de tumor obtenidas de los Grupos 1y 4, se desparafinaron, utilizando

xileno y concentraciones decrecientes de alcohol.
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e Se tifieron con Rojo Sirius F3B (Sigma-Aldrich, USA) en solucidén acuosa saturada de
acido picrico (Cicarelli, Argentina) por 60 min.

e Selavaron con H;0q.

e Se expusieron a una solucién saturada de acido picrico por 30 min.

e Selavaron con H;0Oq.

e Se deshidrataron y montaron.

Con el uso de una camara digital acoplada al microscopio 6ptico, se tomaron fotos en
un total de 30 campos (cada foto corresponde a un campo) representativas de todo el
tejido, para cada una de las muestras, en una magnificacion 40X. Se calculd sobre cada foto
la cantidad de pixeles de color rojo utilizando el software de andlisis de imagenes Imagel y
Adobe Photoshop 2019. Con estos datos, se calculd, para cada muestra, el porcentaje del

area total cubierta por coldgeno por campo.

4. 6. 3. Inmunohistoquimica
Con las muestras del tumor obtenidas de los Grupos 1 y 4 se realizé el siguiente

protocolo:

e Se desparafinaron pasandolas por xileno y luego por etanol en concentraciones
decrecientes.

e Sellevd a cabo la recuperacién antigénica con citrato de sodio (10 mM, pH 6) a 95°C
durante 30 min.

e Una vez atemperadas, se bloqued la actividad de la peroxidasa endégena con
solucion de peroxido de hidrogeno al 3% en HoOq4 durante 15 min.

e Se lavaron las muestras y se bloquearon las reacciones no especificas con suero
normal de caballo (Vectastain, USA).

e Enlos sucesivos lavados realizados durante el protocolo se utilizé H,04 o0 buffer Tris

(50 mM Tris base, 150 mM NaCl, pH 7,6) segun correspondiera.

Para la determinacion de la presencia de CAF, los cortes fueron incubados durante
toda la noche (ON) a 4°C con anticuerpo primario monoclonal anti-a-SMA (Abcam, USA) en
una dilucion 1:300 en buffer Tris. Luego de dos lavados en Tris durante 5 minutos, se

44



MATERIALES Y METODOS

adiciond el anticuerpo secundario biotinilado (Vectastain, USA) dilucién 1:50, utilizando Tris
y suero normal de caballo. Después de 1 h de incubacién se procedié al lavado
correspondiente y se incubd con el kit Elite ABC (Vectastain, Vector Laboratories, USA) por
30 min. El revelado se realizd con el reactivo DAB Substrate Kit (BD Pharmigen, Espana)
hasta aparicién de color beige. Luego del lavado con H;0y, se realizé una contratincién con
hematoxilina. Finalmente, las muestras se deshidrataron y se montaron con balsamo para
su observacién al microscopio. Para cada muestra se tomaron fotografias en 20 campos
microscopicos con una magnificaciéon 40X y se evalud el porcentaje de area cubierta por

células a-SMA* Las imdagenes fueron cuantificadas con el programa ImageJ.

Para la determinacién de células HIF1a*, al tratarse de un factor de transcripcién
nuclear, previo a la recuperacién antigénica, se realizd la permeabilizacion del tejido con
una solucidén de 0,2% Tritdn-X100 en PBS durante 10 min. Luego se lavé con H,Oq4 durante
5 min y se procedié de la forma descripta anteriormente. El anticuerpo primario utilizado
fue: anti-HIF1a (Invitrogen, USA) 1:5000. Finalmente, se determind el numero de células
HIF1a* en 30 campos microscopicos con una magnificacion 100X, y se calculé el nimero de

células positivas por campo.

4. 7. Evaluacion y cuantificacion de metastasis pulmonares

Una vez extraidos los pulmones de los animales CBi y F1 (Grupo 1), los mismos se
fijaron en una solucidon de BOUIN para evaluar la presencia de metdstasis espontaneas. La

cuantificacion se realizé de forma macroscdpica.

4. 8. Analisis estadistico

Para el anadlisis estadistico de los datos se utilizd el programa GraphPad Prism 7. Las
comparaciones que involucraron dos grupos se llevaron a cabo con la prueba t de Student
para datos independientes o con la prueba U de Mann-Whitney, segun si las variables
involucradas cumplian o no con el supuesto de normalidad, respectivamente. Las
comparaciones que involucraron mas de dos grupos se llevaron a cabo con un andlisis de la

variancia paramétrico (ANOVA) o no paramétrico (prueba de Kruskal-Wallis) segun

45



MATERIALES Y METODOS

corresponda, seguidos de las pruebas de comparaciones multiples de Tukey o de Dunns,
respectivamente. Se consideraron significativas las diferencias cuando P<0,05.

Los datos longitudinales de volumen tumoral (mm?3) y tiempo (dias transcurridos a
partir del desafio tumoral) se ajustaron con un modelo exponencial creciente Vt= Yo. e/A(kt)
y se analizaron diferentes pardmetros de dicha ecuacidn:

- Yo, es el valor de Y cuando X (tiempo) es cero, y se expresa en las mismas unidades
que,

-Tiempo de latencia, corresponde al tiempo que tarda el tumor en empezar a crecer
y se calcula como 1/ Yo,

-K, representa la constante de velocidad, expresada en reciproco de las unidades de
tiempo del eje X, y

-Tiempo medio de duplicacion tumoral, expresado en las unidades de tiempo del

eje X; se calcula comoIn (2) / K.
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5.1. Caracterizacion del crecimiento tumoral en CBi y CBi

El tumor se comporté de manera similar a lo observado en estudios previos, crecié en
forma exponencial en hembras de la linea CBi hasta alcanzar la fase de Escape (Fig. 3a) y
comenzé a crecer en la linea CBi~ hasta alcanzar un pico maximo de crecimiento tumoral
(aproximadamente al dia 7-8 post-desafio tumoral), momento en el cual comienza a ser

rechazado hasta llegar a su fase de Eliminacion (Fig. 3b).

Evolucién del volumen tumoral
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Figura N°3. Evolucidon del volumen tumoral en las lineas antagdnicas CBi y CBi

Evolucién del volumen tumoral: a) CBi hembras, grdfica ajustada a una ecuacion de crecimiento exponencial,
b) CBi hembras, b1) CBi hembras, grdfica ajustada a una ecuacion de crecimiento exponencial

Con el fin de evaluar posibles diferencias en los periodos en los que el tumor crece en
ambos genotipos, se realizd la curva de crecimiento exponencial en el genotipo CBi™ en su
fase de crecimiento (Fig. 4b1) y se compararon los diferentes parametros de la ecuacién de
crecimiento exponencial: 1/Yo o tiempo de latencia, K que representa la constante de
velocidad, y el tiempo medio de duplicacién tumoral, con los de la linea CBi. Se pudo
observar (Fig. 4), que en la linea CBi", en el periodo en el que el tumor crece, presenta mayor
tiempo de latencia (P<0,01) [6,56 + 3,64)] (media * EE) (Fig. 4a), mayor valor de la constante
de velocidad (P<0,05) [0,73 + 0,14)] (Fig. 4b) y menor tiempo medio de duplicacion tumoral
(P<0,0001) [0,86 + 0,10)] comparado con CBi: tiempo de latencia: [0,10 + 0,04)]; constante
de velocidad: [0,24 + 0,02)]; tiempo medio de duplicacién [2,99 + 0,22)] (Fig. 4c).
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Figura N°4. Comparacion de los parametros de la curva de crecimiento en las lineas
antagonicas CBi y CBi

a) Tiempo de latencia 1/Y,, b) Constante de velocidad k, ¢) Tiempo medio de duplicacién tumoral. (Test t de
Student). En todas las determinaciones se utilizaron los valores de CBi" cuando alcanzaron el pico mdximo de
crecimiento tumoral, antes que comience a rechazar el tumor. Los datos se expresan como media y error
estdndar

5.2. Andlisis histo-morfolégico del adenocarcinoma de mama M-406

Con el fin de evaluar y comparar las caracteristicas del microambiente tumoral, asi
como también identificar, parte de las diferentes poblaciones celulares infiltrantes del
tumor, se llevd a cabo una observacidon microscdépica del tejido tumoral proveniente de los

animales de ambas lineas, CBi y CBi", tefiidos con Hematoxilina-Eosina (H-E).

5.2.1. Propiedades histolégicas del microambiente del tumor durante su crecimiento en
la linea CBi

Entre los dias 3 y 5 (Fig. 5a, b y c), se observd una masa tumoral en expansién con
numerosas figuras mitéticas, rodeada de un gran repertorio de poblaciones celulares de
tipo inflamatorio constituidas, principalmente, por granulocitos polimorfonucleares
neutréfilos que infiltran el estroma circundante, con escasos eosindfilos, algunos
mastocitos y aislados macrofagos. Ademas, se reconocid abundantes fibroblastos y
capilares sanguineos hiperémicos, de localizacién extratumoral. Hacia el dia 5, se observd
un crecimiento de la masa tumoral persistente, destacandose la presencia de un infiltrado
inflamatorio constituido fundamentalmente por macréfagos, linfocitos, entremezclados
con fibroblastos, miofibroblastos y mayor densidad de matriz extracelular (MEC) con fibras

de colageno.
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En el dia 7 (Fig. 5d), continué el crecimiento tumoral en coincidencia con un marcado
aumento de las figuras mitdticas. Las masas carcinomatosas se hallaron rodeadas casi
exclusivamente por linfocitos, con disminucion de las células descritas en los dias 3 a 5. Por

otro lado, se registré un predominio fibroblastos y fibras de colageno.

Ya en el dia 10 (Fig. 5e), fue dificil apreciar el infiltrado inflamatorio de granulocitos
polimorfonucleares, reconociéndose aislados mastocitos extratumorales. Existieron mayor

cantidad de capilares congestivos, acompafiados por mayor depésito de fibras de colageno.

En el dia 14 (Fig. 5f), se observd necrosis y hemorragia en la zona central del tumor,
con nidos carcinomatosos viables periféricos, circundados por linfocitos distribuidos a

manera de banda peritumoral.
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Figura N°5. Microfotografias del crecimiento tumoral y fase de escape inmunolégico en

la linea CBi

Fechas rojas: nidos tumorales periféricos. Flechas verdes: reaccion desmopldsica estromal e inflamatoria intra
y peritumoral. Flechas marrones: infiltrado inflamatorio circundante. Flechas turquesas: necrosis. Dia 3 a 5: a)
Nidos periféricos de células tumorales, circundados por reaccion estromal con incremento de las fibras de
coldgeno tanto a nivel peritumoral cercano, como en los tejidos vecinos. 10x. b) Aqui se observa magnificacion
de nido tumoral de células con atipia, rodeado por un estroma desmopldsico peri-tumoral e infiltrado de
macrdéfagos (Punta Flecha Violeta), y gran repertorio de linfocitos (Punta Flecha Verde) y fibroblastos (Punta
Flecha Negra). 40x. c) En la region extratumoral se evidencia la presencia de macréfagos, fibroblastos y
mastocitos (Punta Flecha Marrdn). A nivel peri-tumoral se registra numerosa cantidad de polimorfonucleares
(Punta Flecha Blanca). 40x. Dia 7: d) Aqui se puede ver un marcado desarrollo del tejido tumoral con bordes
infiltrantes, desmoplasia y regiones centrales necréticas (Flecha Turquesa). 10x. Dia 10: e) En esta figura se
puede observar una region periférica de la masa tumoral con notoria evolucion, caracterizada por numerosos
nidos tumorales en sostenido avance e infiltracion de mdrgenes sanos. Ademds, se evidencia importante
desmoplasia que tabica y rodea el tejido viable tumoral, con infiltrado de linfocitos. 10x. Dia 14: f) Se evidencia
el tumor en expansion cuyos bordes periféricos de forma radial, infiltran tejido adyacente. Se observa un centro
con necrosis de tipo isquémica que progresa conforme se desarrolla la masa periférica tumoral. 10x.

50



RESULTADOS

5.2.2. Propiedades histoldgicas del microambiente tumoral durante el crecimiento y
rechazo tumoral en la linea CBi

Entre los dias 3 y 5 (Fig. 6b y c), cuando el tumor esta en la etapa de crecimiento, se
observé que el MAT presentaba una variada distribucion y nimero de componentes
celulares de tipo inflamatorio, identificandose bajo la formacién de pequefios cimulos
celulares. Entre estas poblaciones se destacan: polimorfonucleares eosinéfilos peri e
intratumorales y mastocitos, que al igual de lo que sucede con los eosinéfilos, se organizan
en pequeiios cumulos dispersos en el estroma circundante. Ademads, se observaron células
compatibles con macréfagos. Estas se encontraron en cercanias a las formaciones
nodulares y en pequefias regiones necrdticas con presencia de restos celulares o
fragmentacion nuclear, simil a cuerpos apoptéticos. Ademads, se evidencid un tejido
estromal peritumoral con un apreciable nimero de fibroblastos en estado activo y que
aparentan formar, de manera temprana, un encapsulado que limita y contiene la lesién. Por

ultimo, pudo apreciarse un infiltrado linfocitario estromal.

Cabe destacar que se detectaron vasos capilares congestivos tanto a nivel

intratumoral como en cercanias de los pequefios nddulos carcinomatosos.

Ya en el dia 7 (Fig. 6d), fue posible registrar una constante en las poblaciones celulares
de tipo inflamatorio agudo mencionadas, y también comenzd a registrarse un aumento de
células linfocitarias infiltrantes, cuya distribuciéon se localiza en el estroma peri e

intratumoral.

Ademas, se observaron células fagociticas (macréfagos que podrian identificarse
como histiocitos) que infiltran regiones ocupadas por restos de células tumorales o
fragmentos nucleares que recuerdan a cuerpos apoptéticos. De manera temprana, se

observan focos difusos de necrosis y fibrosis.

En este dia, se destacan dos aspectos importantes observados en los tumores
provenientes de CBi. Por un lado, las células tumorales apenas han podido formar
reducidos nidos neopldsicos periféricos, sin tabicamiento exacerbado del conectivo y con
limitadas o nulas figuras mitdticas. Por otro lado, y de manera inversa, se visualiza un
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aumento del tejido conectivo estromal que rodea al foco de indculo, con mayor predominio
de componentes celulares de tipo fibroblastos, miofibroblastos y una menor, pero
apreciable, densidad de fibras coldgenas que limitan la lesién y la circunscriben de manera
focal, generando una contencién con mayor eficacia y menor invasion de tejidos

circundantes por parte del tumor.

En el dia 10 (Fig. 6e), cuando el tumor esta siendo rechazado, se observé un marcado
aumento de linfocitos, con una sostenida presencia de células inflamatorias,
predominantemente mastocitos. En cuanto al tumor, se evidencia una mayor destruccién
del tejido neoplasico periférico infiltrado por eosindfilos, mastocitos, histiocitos y linfocitos,
reducidos focos viables que se distribuyen de manera difusa, y nula presencia de figuras
mitdticas; en contraste a lo que sucede en los tumores provenientes de los animales CBi,

cuya distribucién de viabilidad es periférica e infiere un foco de sostenido avance e invasion.

En el dia 12 (Fig. 6f, g y h), se observé una clara destruccién del tejido tumoral, en el
cual puede evidenciarse una region central necrética, con restos celulares y/o nucleares,
rodeados de numerosos histiocitos en estado activo (fagociticos). En su contigliidad se
registré un estroma delimitado por una capa de conectivo laxo vascularizado por pequefios
capilares, seguido de un grueso conectivo, con predominio de fibroblastos y miofibroblastos
distribuidos circunferencialmente al sitio de inéculo previo. Entre las capas de conectivo se
distribuye un marcado infiltrado linfocitario, acompafiado de plasmocitos. Finalmente, los
polimorfonucleares eosindfilos y mastocitos son apenas observables en la regién

extratumoral.
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Figura N°6. Microfotografias del crecimiento tumoral y fase de eliminacién en la linea

CBi’

a) Aqui se observan las diferentes poblaciones celulares en estudio: 1) y 2) Eosindfilos y conglomerados de
eosindfilos (Punta Flecha Amarilla) 3) Linfocitos (Punta Flecha Verde) 4) y 5) Plasmocitos (Punta Flecha Marron)
6) Fibroblastos (Punta Flecha Negra) 7) y 8) Macréfagos (Punta Flecha Violeta) 9) Plasmocitos (Punta Flecha
Blanco) 10) y 11) Macrdfagos e Histiocitos (Punta Flecha Turquesa) 12) Nido de células tumorales (Flecha Roja)
100x-0il. b) y c) Dia 3 a 5: Se observa en la region peri-tumoral un marcado infiltrado inflamatorio agudo con
eosindfilos y mastocitos, cuya distribucion es dispersa y organizados en pequefios nédulos. 10x. d) Dia 7: Aqui
se evidencia una pequefia masa tumoral (Flecha Roja) con un centro necrdtico (Flecha Turquesa) y un estroma
peri-tumoral (Flecha Verde) que rodea los difusos focos de necrosis temprana (Flecha Amarilla). 10x. e) Dia
10: Se aprecia un desorganizado y reducido tejido tumoral remanente, con necrosis temprana e infiltrado por
fibroblastos. 10x. f) Dia 12: Ausencia de células tumorales y centro de necrosis, rodeado de fibrosis e infiltrado
inflamatorio con linfocitos e histiocitos. 10x. g) Magnificacion de imagen f, region peritumoral. 40x. h)
Magnificacion imagen f, en la region extratumoral se observan células inflamatorias como eosindfilos y
plasmocitos. 40x.

5.3. Evaluacion de las citoquinas circulantes durante la fase de crecimiento y en la fase de
escape o eliminacion tumoral
Como hemos mencionado anteriormente, las citoquinas son mediadoras clave en el

proceso de inflamacidn y tienen un papel muy importante en la progresién tumoral, la
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angiogénesis y las metdstasis en el cdncer de mama. Con el objetivo de estudiar su rol en
nuestro modelo, se evaluaron citoquinas Thl y Th2 mediante la técnica de ELISA,
determindndose la concentracion de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 e IFN-y en los animales CBi

y CBi’, tanto en la fase de crecimiento tumoral, como en la fase de escape en CBi y de

eliminacion en CBi".

Al cuantificar las diferentes citoquinas durante la fase de crecimiento en ambos
genotipos, se observé una mayor concentracion de IL-4 (P<0,001) e IFN-y (P<0,01) (Fig. 7a
y f, respectivamente) y una menor concentracion de IL-10 (P<0,01) (Fig. 7d) en los animales
CBi: IL-4: (80,25 + 3,49); IFN-y: (43,77 + 3,64); IL-10: (48,95 * 3,28) comparados con CBi’: IL-
4: (22,69 +6,92); IFN-y: (28,71 + 2,56); IL-10: (66,47 + 1,31). Por otro lado, no se observaron
diferencias en la concentracion de IL-5, IL-6 e IL-12 entre ambos genotipos. (Fig. 7b, cy e,

respectivamente).
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Figura N°7. Concentracion de citoquinas en la fase de crecimiento en las lineas
antagonicas CBi y CBi
Cuantificacion de citoquinas circulantes mediante la técnica de ELISA. Los datos se expresan como media y

error estdndar de la concentracion de las citoquinas. a) IL-4, b) IL-5, c) IL-6, d) IL-10 e) IL-12 y f) IFN gamma
(Test t de Student).
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Al cuantificar las diferentes citoquinas en la fase de escape CBi y de eliminacién CBi',

no se observaron diferencias en la concentracién de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 e IFN-y al

comparar ambos genotipos (Fig. 8a, b, c, d, e y f, respectivamente).
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Figura N° 8. Concentracidn de citoquinas en la fase de escape/eliminacion tumoral en
las lineas antagdnicas CBi y CBi

Cuantificacion de citoquinas circulantes mediante la técnica de ELISA. Los datos se expresan como media y
error estdndar de la concentracion de las citoquinas. a) IL-4, b) IL-5, c) IL-6, d) IL-10 e) IL-12 y f) IFN gamma
(Test t de Student).

5.4. Caracterizacion del crecimiento tumoral en la F1

El comportamiento observado en los animales CBi y CBi~ al ser desafiados por el
adenocarcinoma de mama M-406 nos llevo a evaluar el comportamiento del tumor en los
animales de la primera filial del cruzamiento reciproco entre ambas lineas parentales, F1A
y F1B. Al inocular M-406 por via s.c. en dichos hibridos, el tumor se comporté de manera
similar a lo observado en estudios previos. Como puede observarse (Fig. 9a y b), el tumor
crecié en forma exponencial en el 100% de los animales de las dos F1 (A y B), sin observarse
diferencias en el tiempo de latencia, en la constante de velocidad de crecimiento ni en el

tiempo medio de duplicacién tumoral entre ambos hibridos (Fig. 9¢c, d y e).
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Evolucion del volumen Tumoral
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Figura N° 9. Evolucion del volumen tumoral en los hibridos de la F1 (A y B)

Evolucién del volumen tumoral: a) F1A hembras, b) F1B hembras, ajustadas a una ecuacion de crecimiento
exponencial. ¢) Tiempo de latencia 1/Y0, d) Constante de velocidad k, e) Tiempo medio de duplicacion tumoral.
(Test t de Student).

La falta de diferencias en los parametros analizados entre los hibridos F1A y F1B nos

permitid estudiar el crecimiento tumoral en forma conjunta en todos los animales de la F1.

Al comparar los 3 genotipos en su fase de crecimiento y los diferentes pardmetros de
la ecuacion de crecimiento exponencial observamos que los animales CBi- presentan mayor
tiempo de latencia (P<0,0001) [0,92 + 0,38)] (Fig. 10b), mayor constante de velocidad
(P<0,0001) [0,73 + 0,14)] (Fig. 10c) y menor tiempo medio de duplicacion tumoral
(P<0,0001) [0,87 + 0,10)] (Fig. 10d) comparado con los animales CBi y F1. CBi: Tiempo de
latencia: [0,03 £ 0,01)], constante de velocidad: [0,24 + 0,02)], tiempo medio de duplicacién:
[2,99 £ 0,22)]; F1: Tiempo de latencia: [0,06 + 0,01)], constante de velocidad: [0,20 + 0,01)],

tiempo medio de duplicacién: [3,33 £ 0,12)].
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Figura N° 10. Comparacion del crecimiento tumoral entre los genotipos CBi, CBi"y F1

a) Evolucion del volumen tumoral en CBi, CBi y F1: curvas ajustadas a una ecuacion de crecimiento
exponencial. al) Evolucién del volumen tumoral en CBi en su fase de crecimiento: curva ajustada a una
ecuacion de crecimiento exponencial. b) 1/Y,, c¢) Constante de velocidad K, d) Tiempo medio de duplicacion
tumoral, (Test ANOVA y post test de Tukey).

5.5. Evaluacidon de las poblaciones celulares circulantes durante la fase de crecimiento y
en la fase de escape o eliminacion tumoral

Con el fin de estudiar la herencia de la respuesta inmune en la susceptibilidad al
crecimiento y escape o rechazo tumoral observada en las lineas parentales CBi y CBi,

evaluamos el porcentaje de linfocitos circulantes en ambas lineas y en los hibridos F1.

Al analizar el porcentaje de células circulantes en condiciones basales, previo al
desafio tumoral, entre los animales de las lineas parentales y de los hibridos F1, observamos
un mayor porcentaje de linfocitos CD4* (P<0,0001) en los animales de la linea CBi" [56,88

(37,79- 76,66)] en relacién a los animales de la F1 [24,74 (17,03- 34,34)], sin observarse
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diferencias significativas en comparaciéon con CBi [39,96 (0,08-53,94)] (Fig.11a), mientras
que el porcentaje de linfocitos Tregs fue menor (P<0,001) en los animales CBi" [0,47 (0,06-
1,24)] comparado con los animales F1 [1,10 (0,65-1,40)] y CBi [1,55 (0,88- 1,79)] (Fig. 11c).
Al analizar los linfocitos Th17, se observa un porcentaje mayor de los mismos (P<0,001) en
los animales F1 [1,31 (0,71 — 2,52)] respecto a CBi [0,35 (0,13 — 0,95)], sin observarse
diferencias con los animales CBi"[0,86 (0,51 — 1,44)] (Fig. 11d), mientras que al analizar los
linfocitos CD8*, no se encontraron diferencias significativas entre ambas lineas parentales y

F1 (Fig. 11b).
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Figura N°11. Porcentaje de células circulantes en condiciones basales en cada uno de los

genotipos

Cuantificacion de linfocitos circulantes por citometria de flujo. Los datos se expresan como mediana y rango
intercuartilico del porcentaje de células positivas. a) CD4*, b) CD8*, ¢) Tregs, d) Th17 (Test Kruskal-Wallis y post
test de Dunn).
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Por otro lado, en la fase de crecimiento, cuando se analizoé el porcentaje de células
circulantes en las lineas parentales y en F1, se observd un menor porcentaje de linfocitos
Tregs (P<0,001) en los animales CBi [0,04 (0,01 — 0,42)] comparado con F1 [0,33 (0,15 —
0,78)] y CBi"[0,58 (0,18 — 3,01)] (Fig. 12c). Por otro lado, se observd un mayor porcentaje de
células CD8* (P<0,05) en los animales CBi [15,11 (2,05 — 17,60)], comparado con F1 [6,45
(0,26 — 14,72)], sin observarse diferencias con los animales CBi" [8,35 (5,31 — 10,11)] (Fig.
12b). No se observaron diferencias en el porcentaje de células CD4*y Th17 entre CBi, F1vy

CBi  (Fig. 12 a y d respectivamente).
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Figura N° 12. Porcentaje de células circulantes en la fase de crecimiento en cada uno de
los genotipos

Cuantificacion de linfocitos circulantes por citometria de flujo. Los datos se expresan como mediana y rango
intercuartilico del porcentaje de células positivas. a) CD4*, b) CD8", c) Tregs, d) Th17 (Test Kruskal-Wallis y post
test de Dunn).
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Al evaluar el porcentaje de células circulantes en la fase de escape en los animales CBi
y F1 y en la fase de eliminacion en los animales CBi", se observd un mayor porcentaje de
células CD8* (P<0,0001), Tregs (P<0,0001) y Th17 (P<0,0001) en los animales F1 comparado
con los animales CBiy CBi~. CD8*- F1: [14,74 (11,75 - 17,89)]; CBi: [8,37 (0,07 — 12,94)]; CBi
[6,20 (3,21 — 11,10)] (Fig. 13b); Tregs- F1: [2,27 (1,76 — 3,43)]; CBi: [0,11 (0,04 — 0,37)]; CBi"
[0,63 (0,15 — 1,56)] (Fig. 13c) y Th17- F1: [1,37 (0,92 — 2,06)]; CBi: [0,13 (0,08 — 0,51)]; CBi-
[0,36 (0,09 — 1,13)] (Fig. 13d). Al evaluar los linfocitos CD4* se observé un menor porcentaje
de los mismos (P<0,01) en los animales F1[35,41 (27,56 —44,00)] comparado con CBI [52,16
(38,47 —70,94)], sin observarse diferencias con los animales CBi [42,31 (37,13 —55,15)] (Fig.
13a).
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Figura N° 13. Porcentaje de células circulantes en las fases de escape/eliminacién

tumoral en cada uno de los genotipos

Cuantificacion de linfocitos circulantes por citometria de flujo. Los datos se expresan como mediana y rango
intercuartilico del porcentaje de células positivas. a) CD4*, b) CD8", c) Tregs, d) Th17 (Test Kruskal-Wallis y post
test de Dunn).

5.6. Evaluacion de las poblaciones celulares intratumorales durante la fase de crecimiento
y en las fases de escape/eliminacién tumoral

Teniendo en cuenta que las células de la respuesta inmune ejercen su efecto en el
microambiente tumoral, se evaluaron las células infiltrantes tumorales. Para ello se
extrajeron muestras de tumor en la fase de crecimiento en los 3 genotipos y en la fase de

escape (CBiy F1) o eliminacion (CBi) y se analizaron por citometria de flujo.
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En la fase de crecimiento, se observé un menor porcentaje de células CD4* (P<0,0001)
y CD8* (P<0,0001) en los tumores provenientes de los animales F1: CD4* [15,80 (12,72 —
24,34)]; CD8* [6,53 (5,06 — 8,39)] comparado con los provenientes de CBi: CD4* [88,58
(81,83 — 94,59)]; CD8*: [18,78 (14,68 — 29,09)], sin observarse diferencias con los tumores
provenientes de CBi: CD4* [40,20 (31,58 42,86)]; CD8" [13,00 (10,38~ 20,49)] (Fig. 14ay b,
respectivamente). A su vez, el porcentaje de linfocitos Tregs fue mayor (P<0,0001) en los
tumores provenientes de F1 [3,04 (2,53 — 5,52)] comparado con los provenientes de CBi
[0,59 (0,39 — 0,80)], sin observarse diferencias con las muestras de tumores provenientes
de CBi [1,56 (0,81 — 1,95)] (Fig. 14c). Al evaluar las células Th17 se observd un mayor
porcentaje de las mismas (P<0,05) en las muestras de tumores provenientes de los animales
F1[3,69 (2,07 —5,68)] comparadas con las muestras obtenidas a partir de los animales CBi
[1,86 (0,85 — 2,52)], sin observarse diferencias en relacidon a las muestras de tumores

provenientes de animales CBi"[1,70 (0,70 — 2,89)], (Fig 14d).
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Figura N° 14. Porcentaje de linfocitos infiltrantes de tumor en la fase de crecimiento en

cada uno de los genotipos

Cuantificacion de linfocitos circulantes por citometria de flujo. Los datos se expresan como mediana y rango
intercuartilico del porcentaje de células positivas. a) CD4*, b) CD8, c) Tresg, d) Th17 (Test Kruskal-Wallis y post
test de Dunn).

Por otro lado, cuando el tumor se encuentra en fase de escape en los animales CBi y
F1 vy de eliminacién en los animales CBi", se observé un menor porcentaje de células CD4*
(P<0,0001) y CD8* (P<0,0001) en los tumores provenientes de los animales F1: CD4* [2,75
(1,58 — 5,40)]; CD8* [4,14 (2,13 — 6,21)] comparado con los provenientes de CBi: CD4*
[23,68 (13,85 — 38,29)]; CD8* [12,19 (8,44 — 18,37)], sin observarse diferencias con los
tumores provenientes de CBi: CD4* [11,59 (10,59 — 15,86)]; CD8* [6,58;(4,94 — 7,75)] (Fig.
15a y b, respectivamente). Por el contrario, se observdé un mayor porcentaje de células
Tregs infiltrantes de tumor (P<0,0001) en los tumores provenientes de los animales F1 [6,35

(5,17 — 8,33)] comparado con los provenientes de CBi" [0,28 (0,21 — 0,65)], sin observarse
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diferencias con las muestras de tumores provenientes de CBi [0,90 (0,87 — 0,98)] (Fig. 15c).
El porcentaje de linfocitos Th17 fue mayor (P<0,0001) en las muestras de tumores
provenientes de los animales F1 [5,91 (3,45 —7,69)] comparadas con las muestras obtenidas
a partir de los animales CBi [0,79 (0,49 — 0,93)], sin observarse diferencias en relacion a las

muestras de tumores provenientes de animales CBi"[1,17 (0,79 —1,71)] (Fig 15d).
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Figura N° 15. Porcentaje de linfocitos infiltrantes de tumor en las fases de

escape/eliminacion tumoral en cada uno de los genotipos

Cuantificacion de linfocitos circulantes por citometria de flujo. Los datos se expresan como mediana y rango
intercuartilico del porcentaje de células positivas. a) CD4*, b) CD8*, c) Tregs, d) Th17 (Test Kruskal-Wallis y post
test de Dunn)
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5.7. Cuantificacion de metastasis pulmonares

Teniendo en cuenta que una de las causas de los fracasos en los diferentes
tratamientos antitumorales es el desarrollo de metastasis y, como hemos visto
anteriormente, el tumor crece en el 100% de los animales CBi y F1, evaluamos posibles
diferencias en el crecimiento, invasién y metastasis pulmonares. Para ello, evaluamos la
presencia de metdstasis pulmonares en los animales del Grupo 1, donde el tumor crecié
hasta el maximo tamafio tumoral permitido. Se observd que las hembras de la linea CBi no

presentaron metdstasis y si lo hicieron las hembras de la F1 (Fig 16 y tabla lll).

CBi F1

CBi F1
Animales con 0/9 17/18
metastasis
% de 0% 94, 4%
animales con
metastasis

Figura N°16. Fotografia de pulmones en la linea parental CBi y en los hibridos F1Tabla II-

Metdastasis pulmonares

CBi: ausencia de metdstasis pulmonares. F1: Se observa la presencia de nddulos metastdsicos de diferentes

tamafios.
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5.8. Evaluacion del proceso angiogénico

Debido a que uno de los eventos intimamente relacionados tanto con el crecimiento
tumoral como con el desarrollo de las metdstasis, es la angiogénesis, se evalio por
inmunohistoquimica, el nimero de células HiF-1a* en la matriz extracelular de los tumores
provenientes de los animales CBi y CBi’, tanto en fase de crecimiento de ambas lineas, como

en la fase de escape en CBi y de eliminacién en CBi'.

Al analizar las muestras de tumores obtenidas en la fase de crecimiento en ambas
lineas (Fig 17a) y en fase de escape en los animales CBi y fase de eliminacidon en los animales
CBi~ (Fig. 17b), se observé que en ambos momentos los tumores provenientes de los
animales CBi presentaron mayor numero de células HIF-1a* que los tumores provenientes
de los animales CBi (P<0,01; P<0,05; respectivamente). Fase de crecimiento: CBi [3,52 (2,79
—4,88)]; CBi" [0,37 (0,33 - 0,47)]; Fase de escape o eliminacion: CBi [1,67 (1,43 —2,77)]; CBi
[0,09 (0,06 —0,10)]. Las Figuras 18 y 19 muestran las microfotografias correspondientes a la

fase de crecimiento y escape/eliminacion, respectivamente.

HIF1-@
a) Crecimiento b) Escape o Eliminacion

5- I— (**)

células HIF1a./campo
(mediana; rango intercuartilico)

células HIF1a/campo
(mediana; rango intercuartilico)

CBi’

CBi CBi’

Figura N° 17. Namero de células HIF-1a positivas por campo en las lineas antagdnicas
CBiy CBi-

Cuantificacion de células Hif-1a* por inmunohistoquimica. Los datos se expresan como mediana y rango
intercuartilico del nimero de células positivas (Test U de Mann-Whitney).
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Figura N°18. Inmunohistoquimica HIF-1a en fase de crecimiento.

Microfotografias de M-406 en las lineas parentales CBi y CBi

A. CBi: region intratumoral, donde se registra células HIF-1a* (Flechas amarillas) que se distribuyen en la matriz
extracelular. Cumulos tumorales (Flechas Verdes). B. CBi: Tumor con inmunomarcacion positiva en los
delgados tabiques del conectivo - 400x. MO - Ocular 10x/20mm. Objetivos PL oo
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Figura N°19. Inmunohistoquimica de HIF-1a en fase de escape o eliminacion.

Microfotografias de M-406 en las lineas parentales CBi y CBi

A. CBi: region intratumoral, con notoria sefial de marcacion por HIF-1a* (Flechas amarillas) que se
distribuye a nivel del conectivo e incluso, células tumorales (Flechas Verdes). B. CBi': Region necrdética (Flechas
Naranja) con escasa inmunomarcacion - 400x. MO - Ocular 10x/20mm. Objetivos PL oo,

Por otro lado, también se analizd el nUmero de células de HIF-1a*, en los tumores de

los animales CBi y F1 cuando alcanzaron el mdximo tamafio tumoral permitido

Como puede observarse en la figura 20, los tumores provenientes de los animales CBi
[0,37(0,20—-0,47)] presentaron un menor numero de células Hif-1a* (P<0,0001) comparado
con los tumores provenientes de los animales F1 [1,00 (0,87 — 1,30)]. En la Figura 21 se

observan las microfotografias correspondientes.
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Figura N°20. Nimero de células HIF-1a positivas por campo en la linea parental CBiy en

los hibridos F1

Cuantificacion de células Hif-1a* por inmunohistoquimica. Los datos se expresan como mediana y rango

intercuartilico del nimero de células positivas (Test U de Mann-Whitney).
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Figura N°21. Inmunohistoquimica de HIF-1a.

Microfotografias de M-406 en la linea parental CBi y en hibridos F1

a, c) CBi, F1, respectivamente: Zona central del tejido tumoral con presencia de numerosos cumulos

organizados de células tumorales (Flechas Amarillas), con regiones de conglomerados celulares marcadas con

anticuerpos anti-HIF1- o (Flecha Verdes). 10x. b, d) CBi, F1, respectivamente: Magnificacién de regién tumoral,

donde se aprecian numerosas células con notoria atipia celular e inmunomarcacion de células tumorales con

distribucién nuclear y/o citoplasmadtica. 40x.
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5.9. Evaluacion de los componentes de la matriz extracelular

Por otro lado, y con el fin de evaluar distintas caracteristicas de la matriz extracelular,
se cuantificé el numero de CAF, utilizando la proteina a-SMA como marcador moleculary,
el coldgeno intratumoral, por medio de la tincién Picro-Sirius Red en muestras de tumores
de ratones CBi y CBi” en la fase de crecimiento en ambos genotipos y en la fase de escape

en los animales CBi y de eliminacion en los animales CBi'.

En la fase de crecimiento en ambos genotipos, al analizar los resultados de a-SMA
obtenidos, se observé un mayor porcentaje de area cubierta por campo (P<0,01) en los
tumores provenientes de los animales CBi" [11,33 (5,46 — 11,46)] comparado con los
provenientes de los animales CBi [3,61 (3,45 — 4,36)] (Fig. 22a). Sin embargo, el porcentaje
de area cubierta por a-SMA cuantificado en las fases de escape/eliminacion fue menor
(P<0,001) en los tumores provenientes de los animales de la linea CBi" [0,71 (0,26 — 1,26)]
con respecto a los provenientes de la linea CBi [4,38 (3,21 — 4,99)] (Fig. 22b). Las Figuras 23
y 24 muestran las microfotografias correspondientes a la fase de crecimiento en ambos

genotipos y a la fase de escape en los animales CBi y de eliminacién en los animales CBi.
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Figura N° 22. Porcentaje de area cubierta por a-SMA por campo en las lineas

antagonicas CBi y CBi

a) Area porcentual cubierta por a-SMA por campo al dia 7; b) Area porcentual cubierta por a-SMA por campo
al dia 14. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartilico (Test U de Mann-Whitney).
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Figura N°23. Inmunohistoquimica de a-SMA en fase de crecimiento.

Microfotografias de M-406 en las lineas parentales CBi y CBi

A. CBi: region intratumoral, donde se aprecia intensa sefial de marcacion por fibroblastos fibréticos (a-SMA* -
Flechas amarillas) en el conectivo que tabica los nidos tumorales (Flechas Verdes). B. CBi:: Obsérvese la
marcacion positiva entre los cumulos intratumorales - 400x. MO - Ocular 10x/20mm. Objetivos PL oo.
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Figura N°24. Inmunohistoquimica de a-SMA en fase de escape o eliminacion.
Microfotografias de M-406 en las lineas parentales CBi y CBi
A. CBi: region intratumoral proliferativa, donde se observa marcacion a-SMA* (Flechas amarillas) entre los

nidos tumorales (Flechas Verdes). B. CBi': Region necrética de tumor involucionado (Flechas Naranja) con

inmunoreactividad o sefial reducida - 400x. MO - Ocular 10x/20mm. Objetivos PL oo,

Por otro lado, al determinar el porcentaje de drea cubierta por coldgeno en las
muestras de tumores provenientes de los animales CBi comparado con los provenientes de
CBi" no se observaron diferencias significativas, en ninguno de los momentos estudiados

(Fig. 25a y b). Las Figuras 26 Y 27 muestran las microfotografias correspondientes.
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Figura N°25. Porcentaje de area cubierta por colageno por campo en las lineas
antagonicas CBi y CBi

a) Area porcentual cubierta por coldgeno por campo al dia 7; b) Area porcentual cubierta por coldgeno por
campo al dia 14. Los datos se expresan como mediana y rango intercuartilico (Test U de Mann-Whitney).

Figura N° 26. Tincion de fibras de colageno por técnica Picro-Sirius Red en fase de
crecimiento. Microfotografias de M-406 en las lineas parentales CBi y CBi

A. CBi: region peritumoral, en la cual se aprecia desmoplasia caracterizada por el marcado depdsito de
coldgeno (Flechas amarillas) a nivel de la matriz extracelular. Nichos tumorales (Flechas Verdes). B. CBi: Tumor
delimitados por delgados tabiques de coldgeno - 400x. MO - Ocular 10x/20mm. Objetivos PL oo,
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Figura N° 27. Tincién de fibras de colageno por técnica Picro-Sirius Red en fase de escape

o eliminacidn. Microfotografias de M-406 en las lineas parentales CBi y CBi-

A. CBi: region peritumoral, con marcado depdsito de evidentes haces de fibras de coldgeno (Flechas
amarillas) que tabica los cumulos tumorales (Flechas Verdes). B. CBi: Region necrética (Flechas Naranja) sin
viabilidad tumoral apreciable y coldgeno de fibras pequerfias - 400x. MO - Ocular 10x/20mm. Objetivos PL o,

También se evalué el coldgeno intratumoral y la expresién de a-SMA en los tumores
de los animales CBi y F1 cuando alcanzaron el maximo tamafio tumoral permitido. Alli se
observd un menor porcentaje de area cubierta por coldgeno (P<0,0001) y un mayor
porcentaje de area cubierta por a-SMA (P<0,01) en los tumores provenientes de los
animales CBi, comparado con los provenientes de los animales F1 (Fig. 28a y b,
respectivamente). Porcentaje de area cubierta por colageno: CBi [11,65 (8,15 — 19,51)], F1
[22,62 (19,98 — 28,84)]; porcentaje de area cubierta por a-SMA: CBi [1,52 (0,27 — 3,81)], F1
[0,46 (0,07 — 0,93)]. Estas diferencias se evidencian claramente en las microfotografias

correspondientes (Fig. 29 y 30).
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Figura N°28. Porcentaje de drea cubierta por coldgeno y a-SMA por campo en la linea

parental CBi y en los hibridos F1

a) Area porcentual cubierta por coldgeno por campo. b) Area porcentual cubierta por a-SMA por campo. Los
datos se expresan como mediana y rango intercuartilico (Test U de Mann-Whitney).
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Figura N° 29. Tincion de fibras de colageno por técnica Picro-Sirius Red. Microfotografias

de M-406 en la linea parental CBi y en hibridos F1

a, b) CBi: Region Periférica del tejido con prominentes nidos tumorales (Flechas Amarillas), rodeado y tabicado
por un delgado tejido conectivo, evidenciado por la técnica tincional que denota la presencia de fibras
coldgenas (Flecha Verdes). 40x. c) F1: Region periférica del tumor con presencia de células tumorales
organizadas en numerosos nidos o cumulos aglomerados (Flechas Amarillas), rodeado por una marcada
reaccion estromal de tipo desmoplasia (Flechas Verdes). 10x. d) F1: Magnificacion de nido tumoral rodeado y
tabicado por tejido conectivo, evidenciado por la técnica tincional que denota la presencia de fibras coldgenas.
40x.
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Figura N°30. Inmunohistoquimica a-SMA. Microfotografias de M-406 en la linea parental

CBiy en hibridos F1

a, b, ¢) CBi: Numerosos cumulos tumorales viables (Flechas Naranjas), tabicados por tejido conectivo (Flecha
Verdes) donde es posible apreciar formaciones vasculares de variados calibres. Inmunomarcacién anti-a-SMA
(Punta Flechas Amarillas). 40x. d) F1: Region periférica del tejido tumoral. Se observan prominentes cimulos
tumorales viables, de avance sostenido (Flechas Naranjas), rodeado por un estroma reactivo y tabicado por
tejido conectivo (Flecha Verdes). 4ox. e, f) F1: Regidn central del tejido tumoral donde se aprecian numerosos
nidos tumorales tabicados por un delgado tejido conectivo. Inmunomarcacién anti-a-SMA (Punta Flechas
Amarillas). 40x.
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DISCUSION

Los modelos animales para el estudio del cancer han tenido un gran impacto en la
comprensién de los procesos que gobiernan el inicio, la progresion tumoral y el desarrollo
de las metastasis. En el cancer de mama, dichos modelos han desempefiado un papel vital
en la historia y el desarrollo de la investigacién basica y traslacional, ya que se han utilizado
para la comprension biolégica del mismo, asi como también para el desarrollo de nuevas

terapias. (Zeng L, 2020).

Los roedores, especialmente ratones y ratas, son los animales que se utilizan
comunmente para la investigacion del cancer debido a su pequeio tamario, bajo costo, facil
manipulacion y corto tiempo de generacion. A su vez, los ratones también tienen varias
similitudes a nivel anatdmico, fisioldgico, inmunolégico y genético con el humano,
compartiendo un alto grado de homologia gendmica y una superposicion en la funcién de
sus genes, lo que los convierte en ideales como modelo animal de laboratorio para la

investigacion biomédica del cancer. (Mendes N, 2020).

Los principales roedores utilizados en el laboratorio se pueden clasificar en cepas
consanguineas y colonias no consanguineas. Las cepas consanguineas se caracterizan por
homogeneidad genética, isogenicidad, uniformidad fenotipica, larga estabilidad genética,
identidad e individualidad de cepa, mientras que las no consanguineas maximizan la
variacion genética y minimizan la endogamia con una mayor variacion fenotipica
interindividual, lo que permite obtener animales con mejor fertilidad, salud y longevidad,
utiles en andlisis genéticos de rasgos complejos, como el cancer (Romero-Fernandez W,
2016). La isogenicidad, o igualdad genética es, sin dudas, la caracteristica mds importante y
de gran valor en el uso de modelos de animales en investigacion biomédica, ya que
permiten hacer experimentos eliminando la variabilidad de origen genético, por lo que, la
variabilidad de los resultados de las investigaciones se puede asignar mayormente a
factores ambientales o metodolégicos. Esta uniformidad nos permite lograr precisién
estadistica con mucha menor cantidad de animales que los necesarios al trabajar con

grupos no consanguineos. (Benavides FJ & Guénet JL, 2003).
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Teniendo en cuenta los resultados observados previamente, el objetivo de este
trabajo fue caracterizar la respuesta inmune antitumoral y el microambiente tumoral en las
lineas parentales endocriadas de ratones CBi (susceptible) y CBi~ (resistente), y de la F1
derivada de los cruzamientos reciprocos de dichas lineas parentales, inoculadas con el

adenocarcinoma de mama triple negativo M-406.

Al analizar el crecimiento tumoral en las lineas endocriadas de ratén CBi y CBi luego
de ser desafiadas de forma s.c. con el adenocarcinoma de mama M-406, las mismas se
comportaron de forma similar a lo observado en experiencias previas (Zacarias Fluck M,
2007). En la linea CBi, el tumor crecié en forma exponencial en el 100% de los animales
desafiados (Fig. 3a), fenotipo susceptible y en la linea CBi- el mismo comenzé a crecer vy,
luego de un periodo de tiempo, fue rechazado en el 100 % de los animales (Fig. 3b), fenotipo
resistente. A su vez, observamos mayor tiempo de latencia (Fig. 4a), mayor valor de la
constante de velocidad (Fig. 4b) y menor tiempo medio de duplicacion tumoral (Fig. 4c) en
la linea CBi comparada con CBi, demostrando que el tumor en la linea CBi" tarda mds tiempo
en comenzar a crecer, pero crece a una velocidad mayor que CBi, logrando duplicar su
volumen tumoral en menor cantidad de tiempo, pero alcanzando menor volumen méximo

tumoral.

Con el fin de evaluar diferencias histolégicas en el crecimiento tumoral estudiamos al
microscopio optico (MO) de forma secuencial los tumores provenientes de animales CBiy
CBi inoculados con el adenocarcinoma de mama M-406, desde el dia 3 hasta los dias 12 6
14 cuando el tumor estd en franco escape o franca eliminacién, segun el comportamiento
del mismo en los dos genotipos estudiados. La comparacién histolégica de los tumores
provenientes de animales CBi y CBi" (Fig. 5 y 6 respectivamente), en coincidencia con lo
observado en relacion a la susceptibilidad y/o resistencia, permitié evidenciar también un
destacable comportamiento antagdnico en lo que respecta a las poblaciones celulares que
intervienen en la respuesta inflamatoria e inmunitaria frente al tumor M-406. En los
tumores de los animales CBi’, entre los dias 3 y 5 de evoluciéon tumoral (Fig. 6b vy c,

respectivamente) se registrd, de manera temprana, una marcada presencia de vasos
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hiperémicos intratumorales (aumento de irrigacién), lo cual coincidiria con el inicio del
proceso inflamatorio, en contraste con la notoria ausencia de reaccion vascular en el
modelo CBi (Fig. 5a, b y c). Amersfoort J y col. demostraron que el reclutamiento y la
activacion de las células inmunitarias innatas en el MAT depende estrictamente de las
células endoteliales de los vasos sanguineos, que participan en una comunicacién cruzada
bidireccional con las células inmunitarias innatas (Amersfoort J, 2022). Por un lado, las
células inmunes innatas pueden modular la activacidon y las funciones de las células
endoteliales tumorales y, a su vez, la expresion de moléculas de adhesion en las células
endoteliales puede afectar la extravasacion de células inmunes. (Ebeling S, 2023). Es por
esto que, desde el punto de vista histoldgico, creemos que esta diferencia observada entre
las dos lineas de ratones, tal vez sea uno de los primeros eventos que condicione el curso
de una respuesta antitumoral eficiente en la linea CBi, permitiendo una extravasacion
adecuaday, consecuentemente, un elevado reclutamiento de los distintos componentes de

la respuesta inmune innata en el sitio del tumor.

Ademas, en las muestras de tumores derivados de CBi~ se observd una marcada
respuesta inflamatoria de fase aguda, que pareceria estar involucrada en el rechazo del
tumor observado en esta linea. El infiltrado de eosindfilos, mastocitos y monocitos es
mucho mds notorio que el observado en CBi y, estas células, aparentan ser protagonistas
cruciales para el control inicial del crecimiento tumoral, teniéndose en cuenta su
concentracion, forma de distribucion y organizacidon, con el objeto de impedir el avance e
invasion tumoral. La importancia asignada a los eosindéfilos en la investigacién del cancer ha
crecido recientemente, ya que varios estudios mostraron una asociaciéon entre un mayor
recuento de eosindfilos y un buen prondstico, asi como también una mejor respuesta a la
quimioterapia neoadyuvante en el cancer de mama con receptores hormonales
negativos/HER2-positivo y en el cancer de mama triple negativo (Poncin A, 2021).

También, entre los dias 3y 5, es apreciable en la linea CBi  que las poblaciones celulares
innatas forman pequefios nddulos de manera temprana, posiblemente conteniendo el foco
neoplasico y evitando su organizacion en forma de nidos o cimulos, pudiendo limitar asi el

desarrollo y crecimiento ulterior (Fig. 6b y c). Por el contrario, en los tumores provenientes

80



DISCUSION Y CONCLUSIONES

de la linea CBi se observa una masa tumoral en expansién, con numerosas figuras mitéticas,
aumento de un infiltrado linfocitario y, principalmente, una mayor densidad de la MEC (Fig.
5a, b y c). Varios estudios demuestran que el contenido de las células inmunes del tejido
mamario normal aumenta progresivamente a medida que aumenta la proliferacién tumoral
en el cdncer de mama (Goff SL, 2021). En un estudio de muestras de mastectomia utilizando
inmunohistoquimica y citometria de flujo, Ruffell y col. observaron que los tejidos de cancer
de mama contenian infiltrados dominados por linfocitos CD8* y CD4*, con poblaciones
menores de células NKy linfocitos B, mientras que en el tejido mamario normal fueron mas
evidentes células de linaje mieloide, incluidos macroéfagos, mastocitos y neutrdfilos (Ruffell

B, 2012).

Lo expuesto, sugiere la posibilidad de que el rechazo del tumor en la linea CBi” se deba,
en parte, al incremento de vasos sanguineos que atraen células tales como eosindfilos, y a
la actividad citotéxica directa de dichas células mediante la degranulacion de sus
componentes enzimaticos (Hollande C, 2019), o a la actuacion indirecta de los mismos por
medio del reclutamiento de poblaciones celulares con actividad citotdxica, como los
linfocitos CD8* (Carretero R, 2015). Estudios recientes demostraron que la ablacién de los
eosindfilos en modelos de céncer colorrectal afectaba negativamente a la inmunidad

antitumoral a través de respuestas defectuosas de dichos linfocitos (Arnold IC, 2020).

Asimismo, se observd una clara diferencia en el infiltrado de monocitos. En el caso del
modelo CBi~ su presencia permite inferir una quimiotaxis temprana y posterior
diferenciacién hacia un fenotipo pro-inflamatorio activo, es decir, histiocitos con gran
actividad fagocitica (Fig. 6g), mientras que en la linea CBi la presencia de monocitos es
escasa. Una vez puesto en marcha el proceso inflamatorio, conforme evoluciona el mismo,
se inician de manera paralela procesos tendientes a una accion anti-inflamatoria para evitar
la perpetuidad de la inflamacién y el excesivo dafio en el foco de accién. Tkach y col.
demostraron que las células tumorales de pacientes con TNBC liberan vesiculas
extracelulares y moléculas solubles que promueven la diferenciacién de monocitos hacia
macrofagos proinflamatorios. A su vez, demostraron que estos resultados se asociaron con

una infiltracidon de células T y una mayor supervivencia de los pacientes (Tkach M, 2022).
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Por otro lado, otras investigaciones han evidenciado que ciertos factores y citoquinas
solubles como CSF-1, IL-3, IL-4, IL-10 y TGF-B impulsan el reclutamiento de los macréfagos
al sitio del tumor y su polarizacion a un fenotipo M2 con un rol pro-tumoral y promoviendo
la supervivencia, proliferacién, angiogénesis y diseminacion de las células tumorales (Mehta
AK, 2021). En nuestro modelo, las diferencias observadas entre las dos lineas de ratones
sugeririan que IL-4 e INF-y estarian cumpliendo un rol pro-tumoral y, por el contrario, IL-10

tendria una actividad antitumoral (Fig.7).

A todo lo descripto en la linea CBi~ se suma la participacién de un entorno constituido
predominantemente por fibroblastos, miofibroblastos y una MEC con fibras coldgenas que
aisla y restringe la invasidon tumoral. Su organizacién y distribucidn parece ser un mecanismo
estructural que permite a los componentes celulares de fase aguda llevar a cabo su
cometido antitumoral y concentrar células fagociticas para eliminar y reparar el sitio de la
lesion. Los avances recientes en estudios de la biologia de los fibroblastos asociados al
cancer (CAF) sugieren que las funciones de los CAF son heterogéneas y que estdn
compuestas por poblaciones funcionalmente distintas, incluidos los CAF que promueven el
cancer (pCAF) y los que lo restringen (rCAF) (Mizutani Y, 2019). En nuestro caso, los
fibroblastos observados al MO en la linea CBI (Fig. 6e) estarian restringiendo el crecimiento

del tumor y serian, en parte, responsables del rechazo tumoral observado en dicha linea.

También, deben considerarse las diferencias observadas en la proliferacidon de las
células tumorales en ambas lineas, lo cual esta directamente relacionado con el crecimiento
tumoral. Por ejemplo, al dia 10, en los animales CBi" se evidencian reducidos focos viables
que se distribuyen de manera difusa y nula presencia de figuras mitéticas (Fig. 6e), mientras
qgue en CBi, la distribucidn de células viables es periférica y estd organizada en cimulos o
nidos en sostenido avance e invasion (Fig. 5e). En base a esto, un buen punto para destacar
es que, si bien en ambos casos se trata del mismo tumor (M-406), es evidente que el
genotipo de ambas lineas favorece la generacién de un microambiente propicio que impide
o favorece la divisién celular, permitiendo a su vez la eliminaciéon o el escape tumoral,

respectivamente.
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La presencia de plasmocitos, células especializadas en la sintesis y liberacién de
anticuerpos, es evidenciable al final de la fase de eliminacion (Fig. 6h). Si bien el mecanismo
antitumoral, por lo general, implica procesos de caracteristicas celulares y no humorales,
no se puede descartar la participacién de un mecanismo con estas caracteristicas. La
hipdtesis de la participacion en la respuesta antitumoral de un mecanismo de inmunidad
humoral estaria apoyada por la notoria presencia de los plasmocitos al final de la fase de

eliminacion tumoral, sugiriendo una posible respuesta linfocitaria de tipo retardada.

Las diferencias observadas en el crecimiento tumoral, en los dos genotipos parentales
CBi (susceptible) y CBi (resistente), nos llevaron a evaluar posibles diferencias en la
concentracion de citoquinas circulantes que pudieran explicar la respuesta frente a la
inoculacidn s.c. del adenocarcinoma de mama M-406. Si bien no se observaron diferencias
en escape o eliminacion (Fig. 8), si encontramos que en la fase de crecimiento la
concentraciéon de IL-4 e IFN-y (Fig. 7a y f, respectivamente) fue mayor e IL-10 menor (Fig.
7d) en los animales CBi comparados con los animales CBi-, sugiriendo que, en nuestro
modelo, IL-4 e IFN-y tendrian un rol pro-tumoral, estimulando el crecimiento y posterior
escape tumoral en los animales CBi y mientras que IL-10 estaria cumpliendo un rol
antitumoral, promoviendo la posterior eliminacion del tumor en los animales CBi~. Esto
coincide con lo observado previamente en los animales de la linea CBi/L, derivada del
mismo experimento de seleccidon que la linea CBi, inoculados con M-406 s.c. los que, en
fase de eliminacidn, presentan niveles altos de IL-10 y niveles bajos de IL-4 e IFN-y. A su vez,
la viabilidad de las células de M-406 fue baja, cuando se incubaron con medios
condicionados que contenian altas concentraciones de IL-10. (Giudice AD, 2020). A su vez,
otros autores observaron que IL-10 podria estimular la diferenciacién y el crecimiento de
los linfocitos CD8*, lo que indica un papel inmunoestimulador (MacNeil IA, 1990; Chen WF,
1991). Por el contrario, Zou y col. encontraron, en pacientes con cdncer gastrico, niveles

plasmaticos elevados de IL-10 asociados con un mayor tamafio del tumor (Zou Z, 2018).

Es sabido que la generacion de los hibridos F1, derivados de la primera generacion
obtenida del cruzamiento entre dos cepas consanguineas distintas, si bien son

genéticamente uniformes (isogénicas), seran heterocigotas para todos los loci en los que
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difieran las cepas parentales. La uniformidad genética a través del tiempo es una de las
ventajas mas claras de estas cepas de ratones y debido a su cardcter hibrido presentan
mayor resistencia a enfermedades y a cambios ambientales que las cepas que les dieron

origen (Carbone C, 2021).

Como lo hicimos previamente, evaluamos el comportamiento del tumor en los
animales de la primera filial del cruzamiento reciproco entre ambas lineas parentales, F1A
y F1B, las cuales evolucionaron de forma similar a lo observado anteriormente (Caceres JM,
2015), mostrando un crecimiento exponencial en el 100 % de los animales (Fig. 9ay b). Estos
resultados, sumados al hecho de que no se encontraron diferencias en el tiempo de
latencia, en la constante de velocidad de crecimiento ni en el tiempo medio de duplicaciéon
tumoral, entre ambos hibridos reciprocos (Fig. 9¢c, d y e), nos permitieron estudiar el

crecimiento tumoral en forma conjunta en todos los animales de la F1.

Con el fin de identificar el patrén hereditario del caracter susceptible y/o resistente,
evaluamos en la fase de crecimiento tumoral, los diferentes parametros derivados de la
ecuacion de crecimiento exponencial de los tres genotipos estudiados. Observamos que los
animales CBi" presentan mayor tiempo de latencia (Fig. 10a), mayor constante de velocidad
(Fig. 10b) y menor tiempo medio de duplicaciéon tumoral (Fig. 10c) comparado con los
animales CBi y F1, confirmando nuevamente que el tumor en la linea CBi" tarda mas tiempo
en comenzar a crecer, pero crece a una velocidad mayor que CBi y F1, logrando duplicar su
volumen tumoral en menor cantidad de tiempo, pero alcanzando menor volumen maximo
tumoral. Por otro lado, al comparar el crecimiento tumoral en los genotipos CBiy F1, en los
gue el tumor crece y escapa, observamos que el mismo se comportd de manera similar en
ambos genotipos. Sin embargo, se observé un mayor tiempo de latencia (P<0,01) y menor
constante de velocidad (P<0,05) en los animales F1 comparado con los animales CBi,
sugiriendo que el tumor tarda mas tiempo en comenzar a crecer en los animales F1 y luego
crece mas lento comparado con los animales CBi. Estas diferencias podrian deberse, en
parte, a la presencia de genes CBi y CBi" en los hibridos F1, haciendo que, si bien el tumor

en los animales F1 se comporta de forma similar a los animales CBi (el tumor crece y escapa),
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la presencia de genes CBi™ en los hibridos F1, harian que el tumor tarde mds tiempo en
comenzar a crecer y cuando crece, lo hace a una velocidad menor que en CBi. La respuesta
de los hibridos reciprocos, similar a la observada en la linea parental CBi, permite concluir
qgue, aun admitiendo una base poligénica para los fendmenos de susceptibilidad y
resistencia involucrados en este modelo, la linea CBi seria portadora de alelos de
susceptibilidad, en tanto posibilitan el crecimiento de M-406, mientras que la linea CBi
portaria alelos de resistencia cuya expresion llevan al rechazo tumoral. Al igual que lo
observado por Caceres y col. al aplicar la metodologia mendeliana cldsica, nuevamente
pudimos observar que el fenotipo susceptible es dominante frente al resistente (Caceres

IM, 2015).

Considerando la importancia de las células del sistema inmune tanto en la
inmunovigilancia como en la promociéon de la progresiéon tumoral a través de la
inmunosupresion y teniendo en cuenta las diferencias observadas en los animales
pertenecientes a los tres genotipos al ser inoculados con el adenocarcinoma de mama M-
406, estudiamos algunas de las poblaciones circulantes en las condiciones basales, y
durante las fases de crecimiento y escape (CBi y F1) o crecimiento y eliminacion tumoral
(CBi’), como forma de evaluar, en parte, la respuesta inmune desarrollada, previo y post
desafio tumoral y su posible influencia en la herencia de la susceptibilidad al escape o

eliminacion tumoral.

Al evaluar las células circulantes CD4*, CD8*, Tregs y Th17 en condiciones basales,
previo al desafio tumoral (Fig. 11), se observé un menor porcentaje de linfocitos Tregs en
los animales CBi~ (fenotipo resistente) respecto a los animales CBi y F1 (fenotipos
susceptibles) (Fig. 11c), lo que sugirié que en los genotipos susceptibles se presentaba un
estado inmunosupresor que podria inicialmente permitir el crecimiento tumoral. Sin
embargo, contrariamente a lo esperado, dicha condicién se revierte en la fase de
crecimiento (Fig. 12c), donde se observa una disminucion de células Tregs tanto en CBi
(basal vs crecimiento, P<0,001) como en F1 (basal vs crecimiento; P<0,0001), sin observarse

cambios en la linea CBi". Esta disminucidon de linfocitos Tregs circulantes en los animales
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donde el tumor escapa (CBiy F1) podria deberse a que los mismos se han acumulado en el
infiltrado tumoral. De la misma manera, en los animales CBi- en fase de crecimiento,
observamos un menor porcentaje de células Tregs intratumorales comparados con los
animales F1, lo que explicaria el rechazo tumoral de esta linea. (Fig. 14c). Por otro lado, al
comparar los linfocitos Tregs intratumorales en la fase de crecimiento en los animales CBiy
CBi, pudimos observar que los tumores provenientes de los animales CBi- presentan un
menor porcentaje de dichas células comparados con los tumores provenientes de CBi
(P<0,01). Nuestros resultados coinciden con los de Huangy col. que observaron un aumento
del infiltrado de linfocitos Tregs dentro del tejido de TNBC en comparacion con el tejido
mamario normal (Huang P, 2023), asi como también su presencia empeora la progresion,
conduce a un peor prondstico y contribuye a la resistencia a la inmunoterapia (Bohling SD,
2008; Jiang D, 2015; Ali HR, 2014; Bates GJ, 2006; Droeser R, 2012; Liu F, 2011; Maeda N,
2014; Papaioannou E, 2019; Sun S, 2014).

Por otro lado, se observé un mayor porcentaje de linfocitos circulantes basales CD4*
en los animales de la linea CBi" comparados con los animales F1 (Fig. 11a). Esta diferencia
se vuelve a observar cuando el tumor estd en franco escape en F1y en eliminacién en CBi
(Fig. 13a). A su vez, este mismo resultado se observé en los linfocitos CD4* infiltrantes de
tumor, tanto en fase de crecimiento (Fig. 14a) como en franco escape en F1y en eliminacién
en CBi (Fig. 15a). Esto nos sugiere, que en este modelo quizas los linfocitos CD4* sean
capaces de estimular la producciéon de eosindfilos de manera temprana (Fig. 6b y c), y esto
permitiria el pronto rechazo tumoral observado en CBi* (Blomberg OS, 2023). Como es
sabido, los linfocitos CD4*, si bien son actores importantes dentro del microambiente
tumoral, pueden polarizarse en subconjuntos Thl, Th2, Th17 y Tregs. Las citoquinas
determinadas no permitieron definir alguno de los perfiles sefialados, ya que CBi™ en fase
de crecimiento presenté menor concentracion de IL-4, (citoquina Th2), mayor de IL-10
(perfil Th2) y menor de IFN-y (citoquina Th1). Probablemente, el balance de estas y otras
citoquinas es el que determina el perfil inmuno-estimulante que se observd en CBi" o
inmuno-supresor que se presenté en CBi y F1. Igualmente, en fase de crecimiento,

observamos en el microambiente tumoral que en los tumores provenientes de CBi
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presentaron un mayor numero de células CD4* y menor numero de células Tregs,
comparados con los otros dos genotipos, lo que sugiere que en CBi~ dichas células

presentarian un perfil inmunoestimulante que determinan el rechazo tumoral (Fig. 14).

Al determinar el porcentaje de linfocitos CD8* circulantes en los tres genotipos, las
diferencias que se observan no explican por si mismas el comportamiento del tumor. Sin
embargo, cuando estudiamos dichas células en el microambiente tumoral observamos, en
la fase de crecimiento, un mayor porcentaje de los mismos en la linea CBi" en relacién a F1
(Fig. 14b), diferencia que también se observa en la fase de escape y/o eliminacidn (Fig. 15b).
Al comparar nuevamente ambas lineas parentales, CBi" presentd un mayor porcentaje de
linfocitos CD8" intratumorales en comparacién con CBi en ambas fases (P<0,05) (P<0,01).
Esto sugiere que el mayor porcentaje de linfocitos CD8* intratumorales serian responsables,
en parte, de la eliminacién tumoral observada en la linea resistente. Al igual que lo
observado por Cheng y col. no descartamos que los eosindéfilos observados en la linea CBi
(Fig. 6b y c) podrian estar reclutando esta poblacién de linfocitos citotéxicos (Cheng JN,

2021).

Al determinar el porcentaje de linfocitos Th17 circulantes en condiciones basales se
observé un mayor porcentaje de los mismos en los animales F1 respecto a los animales CBi
(Fig. 11d), sin embargo, dicha diferencia desaparece en la fase de crecimiento (Fig. 12d),
debido a una disminucién de los linfocitos Th17 en los animales F1 (basal vs crecimiento,
P<0,0001), sin observarse cambios en la linea CBi. Esta disminucién de linfocitos Th17
circulantes en los animales F1 podria deberse a que los mismos se encuentran presentes en
el infiltrado tumoral, ya que tanto en la fase de crecimiento, como en la fase de escape y/o
eliminacion observamos un mayor porcentaje de células Th1l7 intratumorales en los
animales F1 comparados con los animales CBi (Fig. 14d y 15d, respectivamente). Como nos
ha ocurrido con cada uno de los pardmetros estudiados, la determinacién de esta Unica
variable ya sea circulante como intratumoral, por si misma no explica los resultados

obtenidos en relacion al crecimiento tumoral. Por otro lado, sabemos que la funcidn de

87



DISCUSION Y CONCLUSIONES

estas células en los tumores depende en gran medida del contexto, presentando una

actividad tanto promotora como supresora de tumores (Karpisheh V, 2022).

Al determinar el porcentaje de linfocitos circulantes en fase de escape y/o
eliminacion (Fig. 13) observamos un mayor porcentaje de células CD8*, Tregy Th17 en los
animales F1 comparado con lineas parentales (Fig. 13b, c y d respectivamente). Estos
resultados podrian explicar, en parte, las diferencias observadas en los parametros de la
ecuacién de la curva de crecimiento exponencial, cuando los tumores estdn creciendo en
los tres genotipos (Fig. 10). Como vimos anteriormente, el tumor comienza a crecer mas
rapido en los animales CBi- comparado con CBi y F1 (Fig. 4b); y al comparar el
comportamiento tumoral entre los genotipos donde el tumor crece y escapa, se observd
gue en la linea CBi el mismo crece mas rapido que en F1 (P<0,05). Las diferencias observadas
al determinar el porcentaje de linfocitos en los 3 genotipos podrian deberse, en parte, a
gue, en esta fase el tumor en los animales CBi ya esta en franco escape y en los animales
CBi" en franca eliminacion. Sin embargo, en los animales F1 aun estd actuando la respuesta
inmune antitumoral poniendo en juego diferentes mecanismos que serian responsables, en

parte, de que el tumor crezca mas lento y tarde mas tiempo en escapar.

Con el fin de profundizar en los distintos eventos involucrados en las diferencias
observadas en la respuesta al desafio con el adenocarcinoma de mama M-406 en los tres

genotipos evaluados, determinamos los cambios producidos en el MAT.

Uno de los eventos mas importantes en el crecimiento y el desarrollo tumoral y
metastasico, es el proceso angiogénico ya que permite el suministro de oxigeno, nutrientes
y factores de crecimiento tanto para promover el crecimiento tumoral, como para la

diseminacion de células tumorales a drganos distantes. (Weidner N, 1991; Li T, 2018).

El factor HIF-1a esta intimamente relacionado con el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos que irrigan el tumor. Numerosos estudios han demostrado que la via HIF-
1a/VEGF esta implicada en la inmunidad tumoral, la inflamacién, la lesién por isquemia-

reperfusion, el estrés oxidativo y diferentes procesos fisiopatoldgicos de angiogénesis y
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remodelacién vascular. (Chen W, 2022). Con el fin de determinar las posibles diferencias
gue se pudieran generar en este evento, y que pudieran ser responsables del crecimiento
o rechazo tumoral, determinamos el numero de células HIF-la* en los tumores
provenientes de los animales CBi y CBi". Observamos que tanto en la fase de crecimiento
como en la fase de escape y/o eliminacion (Fig. 17a y b, respectivamente), los tumores
provenientes de los animales CBi presentaron mayor nimero de células HIF-1a* respecto a
los tumores provenientes de los animales CBi, lo que indicaria un mayor estimulo
angiogénico en la linea susceptible. Sin embargo, cuando comparamos histolégicamente los
tumores provenientes de los animales CBiy CBi" en los primeros dias de crecimiento tumoral
(Fig. 5a, b y c), observamos una mayor irrigacion tumoral en los tumores provenientes de
los animales CBi- comparados con CBi, asi como también un mayor nimero de eosindfilos.
Esto concuerda con Carretero y col. que observaron que la transferencia de eosindfilos y
células T al sitio del tumor inducen la normalizacidn de la vasculatura y la polarizacién de
los macrofagos hacia el tipo M1, con una menor expresion de genes VEGF y HIF-1a

(Carretero R, 2015).

El desarrollo del tumor también depende de diferentes componentes del MAT, como
el estroma tumoral, que permite o impide la llegada de las células involucradas en la
respuesta inmune, asi como los diferentes farmacos utilizados en la terapia antitumoral.
Con el fin de profundizar sobre las diferencias observadas en los tumores provenientes de
los animales CBi y CBi" y poder determinar aquellos marcadores que pudieran ser
responsables, del crecimiento o rechazo tumoral, evaluamos diferentes componentes de la
matriz extracelular. Para ello determinamos el porcentaje de drea cubierta por campo de la
proteina a-SMA como marcador de miofibroblastos estromales, la cual nos seiala las
poblaciones de CAFs, siendo los mismos capaces de expresar variedad de factores de
crecimiento y quimiocinas inflamatorias que participan en la remodelacion del estroma del
tumor, la regulacién de la motilidad de las células tumorales y la induccidn de las células
tumorales hacia fenotipos que son mads resistentes a la quimioterapia (Liu L, 2016). En
nuestro trabajo, observamos, contrariamente a lo esperado, en la fase de crecimiento (Fig.

22a), un mayor porcentaje de a-SMA en los tumores provenientes de los animales CBi" en
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comparacion con tumores provenientes de CBi, diferencia que se revierte en la fase de
escape y/o eliminacion tumoral (Fig. 22b). Estos resultados coinciden con lo observado al
MO (Fig. 6e), donde los fibroblastos en la linea CBi~ estarian ejerciendo un rol antitumoral y
serian en parte, responsables del rechazo tumoral observado en dicha linea. Varios estudios
han demostrado la presencia de ciertas poblaciones de CAF que suprimen el crecimiento
tumoral (Zhang J, 2013; Ozdemir BC, 2014; Rhim AD, 2014; Shin K, 2014; Maris P, 2015;
Pallangyo CK, 2015; Gerling M, 2016).

Asimismo, determinamos el coldgeno, ya que el mismo juega un papel fundamental
en la regulacion de la progresion del cancer de mama vy la resistencia terapéutica. Mas alla
de que no se observan diferencias cuantitativas al evaluar el porcentaje de drea cubierta de
colageno por campo en las fases estudiadas (Fig. 25a y b, respectivamente), si se
encontraron al evaluar el colageno peritumoral. En la fase de crecimiento en la linea CBi, en
la regidn peritumoral, observamos desmoplasia caracterizada por el marcado depdsito de
colageno a nivel de la matriz extracelular (Fig. 26a), mientras que en la linea CBi el tumor
se encuentra delimitado por delgados tabiques de colageno (Fig. 26b). Por otro lado, en la
fase de escape o eliminacion observamos en CBi, en la regién peritumoral, un marcado
depdsito de haces de fibras de colageno que tabica los cimulos tumorales (Fig. 27a),
mientras que en CBi" se observa colageno de fibras pequenas, sin viabilidad tumoral
apreciable (Fig. 27b). Samar y col. observaron en carcinomas adenoides quisticos y epitelial-
mioepitelial malignos predominio de fibras de coldgeno tipo |, mientras que en el adenoma
pleomérfico benigno encontraron mayor predominio de coldgeno tipo Ill. (Samar ME,
2012). La tincidn realizada no permite diferenciar las fibras de colageno tipo | del tipo lll, o
fibras reticulares, pero podemos inferir que las fibras que se observan en los tumores
provenientes de los animales CBi y CBi” son diferentes y cumplirian diferente funcién en el

crecimiento o el rechazo tumoral.

Como mencionamos anteriormente, el desarrollo de metdstasis es un proceso
complejo que implica multiples pasos secuenciales (Massagué J, 2016). Como uno de los

principales sitios metastasicos del cancer de mama es el pulmén, evaluamos la presencia
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de metdstasis espontdneas pulmonares en los animales CBiy F1, en los que el tumor crece
y escapa. Observamos que los animales CBi no presentaron metdstasis pulmonares
mientras que los animales F1 si lo hicieron (Fig. 16 y tabla Ill). Esto podria deberse a que el
tumor crece mas lento en los animales F1 comparados con los tumores de los animales CBi
(P<0,05), permitiendo a las células tumorales llegar al sitio metastdsico antes de alcanzar el

maximo permitido, momento en que se sacrifica al animal.

Como lo hemos mencionado previamente, el desarrollo de las metastasis depende,
entre otros factores, del proceso angiogénico, asi como también de la estructura del MAT,
razon por la cual evaluamos el nimero de células HIF-1a*, el nimero de CAF y el coldgeno
intratumoral en muestras de tumores de ratones CBi y F1 cuando alcanzaron el maximo

tamafio tumoral permitido.

Desde el punto de vista cuantitativo se observd, en F1, una menor proporcién de
células a-SMA* pero un mayor porcentaje de coldgeno (Fig. 28) al comparar con CBi, lo que
podria ser contradictorio, ya que se presume que, en un tumor en crecimiento los CAF son
los productores de proteinas de la MEC (Alexander J, 2016). Sin embargo, existe evidencia
gue sugiere que ciertas caracteristicas adquiridas por las células cancerosas, como la
pérdida de la seializacién de TGF, resulta especificamente en una mayor produccién de

MEC (Laklai H, 2016).

Por otro lado, se observé una mayor expresién de HiF-1a (Fig. 23) en los tumores
provenientes de los hibridos F1 en comparacién con aquellos provenientes de los animales
CBi, lo que indicaria un fenotipo mas invasivo que podria estar promoviendo la transicion
epitelio mesénquima (del inglés: Epithelial Mesenchymal Transition, EMT) la cual se
caracteriza por la pérdida de adhesidn célula-célula y la adquisicion de motilidad,
confiriendo a las células una mayor capacidad migratoria, invasividad y una elevada
resistencia a la apoptosis, lo que se traduce como un fenotipo metastasico mas agresivo
(Wang HY, 2022). Estudios recientes han demostrado que HIF-1la desempefia funciones
importantes en la EMT inducida por hipoxia al promover una amplia gama de factores de

transcripcion de la misma a través de multiples vias de sefalizacidon en varios tipos de
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tumores, promoviendo las metastasis y asocidndose con una tasa de supervivencia general

mas baja (Tam SY, 2020).

CONCLUSIONES

e Las lineas antagdnicas CBi (susceptible) y CBi (resistente), los hibridos F1 y el
adenocarcinoma de mama M-406 constituyen un modelo interesante para
caracterizar las poblaciones celulares y el microambiente tumoral involucrados en
el crecimiento y/o rechazo tumoral.

e Al igual que lo observado previamente, al desafiar de forma s.c. con el
adenocarcinoma de mama M-406, el tumor crecio en forma exponencial en el 100%
de los animales de la linea CBi, y en los hibridos reciprocos F1, fenotipos
susceptibles, y en la linea CBi el mismo comenzd a crecer y luego de un periodo de
tiempo fue rechazado en el 100 % de los animales, fenotipo resistente.

e El analisis de las curvas de crecimiento exponencial nos permitié observar que el
tumor en la linea CBi" tarda mas tiempo en comenzar a crecer y lo hace a una
velocidad mayor que CBi y F1, logrando duplicar su volumen tumoral en menor
cantidad de tiempo, pero alcanzando menor volumen maximo tumoral. Al comparar
el crecimiento tumoral en los genotipos CBiy F1, en los que el tumor crece y escapa,
observamos que el mismo se comportd de manera similar en ambos genotipos,
aungue el tumor tarda mas tiempo en comenzar a crecer en los animales F1 y luego
crece mas lento comparado con los animales CBi.

e Aun admitiendo una base poligénica para los fendmenos de susceptibilidad y
resistencia involucrados en este modelo, podemos concluir que el comportamiento
del tumor en los hibridos F1, se deberia a que portan tanto alelos de susceptibilidad
derivados de la linea parental CBi como alelos de resistencia derivados de la linea
parental CBi", los que harian que el tumor tarde mas tiempo en comenzar a crecer y

cuando crezca lo haga a una velocidad menor que en los animales CBi.
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e Aligual que lo observado previamente, al aplicar la metodologia mendeliana clasica,
nuevamente pudimos observar que el fenotipo susceptible es dominante frente al
resistente.

e La mayor irrigacion observada en los animales CBi" en los primeros dias de
crecimiento tumoral comparada con los animales CBi, permitirian el reclutamiento
de los distintos componentes de la respuesta inmune innata en el sitio del tumor,
gue serian responsables, en parte, del rechazo tumoral en dicha linea.

e El mayor nimero de eosindéfilos observados en los tumores de la linea CBi
comparados con los de la linea CBi serian responsables, en parte, de la eliminacién
tumoral observada en dichos animales.

e En nuestro modelo, IL-4 e IFN-y estarian ejerciendo un rol inmunosupresor y, por el
contrario, IL-10 tendria una actividad antitumoral.

e Los fibroblastos en la linea CBi™ estarian ejerciendo un rol antitumoral y serian, en
parte, responsables del rechazo tumoral observado en dicha linea.

e El mayor porcentaje de células CD4*y CD8*, asi como el menor porcentaje de
linfocitos Tregs en el microambiente tumoral observado en los animales CBi
comparados con los animales CBiy F1 en la fase de crecimiento explicarian, en parte,
el rechazo tumoral de esta linea.

e Los animales F1 presentaron metastasis pulmonares mientras que los animales CBi
no lo hicieron.

e La mayor expresion de células HiF-1a*, el mayor porcentaje de colageno en la MEC,
y el menor numero de células a-SMA* en los tumores provenientes de los hibridos
F1 en comparacion con aquellos provenientes de los animales CBi, serian
responsables, en parte, de un fenotipo mas invasivo y del desarrollo de metastasis

observada en dicha linea.

A modo de resumen hemos disefiado un modelo tedrico para explicar de forma
conjunta los eventos mas importantes que estan teniendo lugar tanto en el rechazo como

en el crecimiento tumoral.
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En la fase de crecimiento en la linea CBi- observamos mayor numero de eosindfilos,
macrofagos y mastocitos intratumorales, y mayor irrigacion tumoral comparado con CBi,
poniendo en evidencia un aumento y eficiencia de la respuesta inmune de fase aguda. Por
otro lado, en la linea donde el tumor es rechazado, observamos un mayor porcentaje de
linfocitos Treg y menor porcentaje de células CD4* y CD8* circulantes pero un menor
porcentaje de linfocitos Treg y mayor porcentaje de linfocitos CD4* y CD8* en el infiltrado

tumoral, contrariamente a lo que se observo en la linea donde el tumor escapa.

MODELO TEORICO: Fase de Crecimiento
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Por otro lado, cuando el tumor estd en la fase de eliminacién en la linea CBi’,
observamos mayor nimero de histiocitos en el infiltrado tumoral, asi como también un
mayor porcentaje de linfocitos CD8* y menor porcentaje de células Treg. A su vez, cuando
el tumor en la fase de escape en la linea CBi, podemos ver en nuestro modelo, como las
células tumorales han escapado del reconocimiento del sistema inmune innato y adaptativo

y se observa una masa tumoral en expansion.

MODELO TEORICO: Fase de Escape/Eliminacién tumoral
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Los ensayos realizados en este trabajo nos permitieron profundizar en los
mecanismos de susceptibilidad y/o resistencia tumoral e indagar en la forma de herencia
que se presenta en el modelo animal utilizado. A pesar de la existencia de la
inmunovigilancia, las células tumorales cominmente presentan multiples mecanismos de
evasion a la respuesta inmune, que permiten su crecimiento eficiente. Aln nos falta mucho
por estudiar para comprender con mayor certeza, cual o cudles son los mecanismos
involucrados en el escape tumoral responsables del crecimiento del tumor en los genotipos
CBi y F1, y el rechazo del mismo en los animales de la linea CBi". Sin embargo, nuestros
resultados nos alientan para seguir caracterizando el modelo, como forma de comprender
de manera mas profunda los eventos que acompafan al escape y/o eliminaciéon tumoral,
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asi como también el crecimiento, invasiéon y el desarrollo de metastasis de los TNBC. Esto
permitird en un futuro disefiar nuevas estrategias terapéuticas que sean eficientes en el
tratamiento del cdncer de mama en general, y de los tumores de mama triple negativos en

particular, dada su especial agresividad y pobre prondstico asociado.
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