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Resumen: Efecto del antiinflamatorio no esteroide indometacina sobre las células

mieloides supresoras en un microambiente inflamatorio tumoral y no tumoral

Las células mieloides supresoras (CMS) constituyen una poblacién de células con actividad
regulatoria que controla las respuestas inflamatorias cronicas y promueve el escape
tumoral. En este proyecto de tesis mostramos que el efecto del antiinflamatorio no esteroide
indometacina (Indo) sobre las CMS es dependiente del contexto en el que se diferencie esta
poblacion celular. Ratones BALB/c inoculados con el adenocarcinoma de pulmén
singeneico LP07 (3x10° células) se trataron in vivo con una dosis de 10 pM de Indo en el
agua de beber. El tratamiento inhibié la acumulacion de CMS en el tumor y en 6rganos
linfaticos secundarios producida durante la progresion tumoral, inhibio la actividad supresora
de las CMS esplénicas sobre la respuesta linfocitaria a un aloantigeno e inhibié el
crecimiento tumoral en un ensayo de transferencia adoptiva, p<0.001. En linea con estos
resultados, observamos la misma actividad en las CMS cuando se trataron in vitro con Indo
(10 uM) en presencia de medio condicionado de células LP07, simulando el microambiente
tumoral. Sin embargo, en ausencia del microambiente tumoral, la administracién de Indo
generé un aumento en la capacidad supresora (MLR; p< 0.05) y pro-tumoral (transferencia
adoptiva, p<0.01) de las CMS. Ademas, las CMS de ratones normales tratadas con Indo en
ausencia del microambiente tumoral suprimieron el desarrollo de la encefalomielitis aguda
experimental (EAE), un modelo de esclerosis multiple en ratones C57BL/6, mientras que las
CMS tumorales tratadas con Indo aumentaron la severidad de los sintomas e impidieron su
resolucion (p<0.05). Analizando los mecanismos de inmunosupresion, Indo redujo la
actividad arginasa (4,794 vs 2,077 ug urea/ mg total proteina, p<0.001) y la produccion de
Oxido nitrico (9.2 vs 4.4 uM; P<0,05) y de especies reactivas de oxigeno (124 vs 87 MFI
P<0.05) en CMS tumorales pero no en CMS normales. Este estudio revela el rol dual de un
agente antiinflamatorio en el control de una poblacién celular regulatoria con implicancias

criticas en cancer y en desdrdenes autoinmunes.

Palabras clave: Células mieloides supresoras; Indometacina; agentes antiinflamatorios no

esteroides; inmunidad tumoral; desérdenes autoinmunes; Inflamacion.



Abstract : The non -steroidal anti -inflammatory agent indomethacin differentially
controls the regulatory activity of myeloid -derived supressor cells in normal and

tumor -associated mic roenvironments

Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) have emerged as a regulatory cell population
that controls chronic inflammatory responses and promotes tumor-immune escape. To date
no specific immunomodulatory drug has proven efficacy in targeting the expansion and/or
function of these cells. Here we show a context-dependent effect of the non-steroidal anti-
inflammatory drug indomethacin (Indo) on MDSCs. BALB/c mice were injected with 3x10°
LPO7 lung adenocarcinoma cells and treated with a non-cytotoxic dose of Indo (10 uM; IC50
LPO7: 60 uM). Indo treatment inhibited the suppressive activity of splenic MDSCs in mixed
lymphocyte reactions (MLR) (p<0.05), and restrained tumor growth in adoptive transfer
experiments (p<0.001). Accordingly, the same effect was observed when MDSCs were
treated with Indo in vitro (10 uM; IC50 MDSCs: 125 uM) in the presence of conditioned
media from LPO7 cells. However, in the absence of a tumoral context, Indo administration
increased the suppressive activity of these cells (MLR; p< 0.05) and their pro-tumoral effect
(p<0.01). In keeping with these observations, Indo-treated normal MDSCs suppressed the
development of Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE), a model of multiple
sclerosis in C57BL/6 mice, while Indo-treated tumoral MDSCs enhanced the severity of EAE
and delayed its resolution (p<0.05). Mechanistically, Indo reduced arginase activity (4,794 vs
2,077 ug urea/ mg total protein,p<0.001) and production of nitric oxide (9.2 vs 4.4 uM;
p<0,05) and reactive oxygen species (ROS) (124 vs 87 MFI P<0.05) in tumoral MDSCs, but
not in normal MDSCs. Our study unveils the dual role of a widely used anti-inflammatory
agent in the control of regulatory cell compartments with critical therapeutic implications in

cancer and autoimmune disorders.

Keywords: Myeloid-derived suppressor cells; Indomethacin; Non-steroidal anti-inflammatory

agents; Tumor immunity; Autoimmune Disorders; Inflammation.
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Abreviaturas

AINE antiinflamatorio no esteroide (una buena parte de la bibliografia incluye en esta
categoria a los inhibidores clasicos de la ciclooxigenasas, como la aspirina, la indometacina,
el ibuprofeno, etc., mientras que dejan el celecoxib y demas inhibidores selectivos de la
COX-2 fuera de ella; en este trabajo utilizamos la sigla en forma general incluyendo todos
los inhibidores de las ciclooxigenasas)

ARG Enzima Arginasa

ARNhc ARN horquillado corto (shRNA, short hairpin RNA en inglés)

CMS células mieloides supresoras

CMS,orm CMS diferenciadas en presencia de GM-CSF

CMSnorm+indo CMS diferenciadas en presencia de GM-CSF+ Indo

CMSym CMS diferenciadas en presencia de GM-CSF+ Medio condicionado de células
tumorales

CMSum+inde CMS diferenciadas en presencia de GM-CSF+ Medio condicionado de células
tumorales + Indo

COX-1/-2 ciclooxigenasa-1 /-2

EROs especies reactivas del oxigeno

GM-CSF factor de crecimiento de granulocitos y macréfagos

IL interleuquina (IL-1, IL-6)

Indo Indometacina

|.p. administracién intraperitoneal

LPS lipopolisacarido

M.o. médula 6sea

NF-kB factor nuclear del gen de la cadena kappa liviana en linfocitos B

ON oxido nitrico

PGE; prostaglandina E2

RPT ratones portadores de tumor

Sc. administracion subcutanea

SFB Suero fetal bovino

TNF-a factor de necrosis tumoral alfa

Treg linfocitos T regulatorios CD4"CD25"FOXP3"

Trl linfocitos T regulatorios CD4"CD25"FOXP3"
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Cancer de Pulmoén

El cancer de pulmoén es una de las la principales causa de muerte por cancer en
hombres y mujeres a nivel mundial. En los Estados Unidos, es la principal causa de
mortalidad por cancer con una tasa de supervivencia (de 5 afios) del 15%. Se
estiman 160.340 muertes por esta enfermedad en el 2012 (28% de las muertes
totales por cancer) solo en este pais (1). En América Central y del Sur la incidencia
del cancer de pulmon esta entre los canceres mas frecuentes como el de préstata
en los hombres y de mama y cérvix en las mujeres, siendo Argentina el pais con
mayor incidencia comparado con el resto de los paises latinoamericanos (2). En
Argentina, a raiz de la escasa informacion sobre tasas de incidencia, se utilizan las
tasas de mortalidad. En cancer de pulmén la sobrevida es muy baja, por lo tanto las
tasas de mortalidad pueden estimar correctamente las tasas de incidencia. En
hombres, es el cancer con mayor tasa de mortalidad (tasa ajustada sobre 100.000
varones), en mujeres es la cuarta causa de mortalidad (tasa ajustada sobre 100.000
mujeres), siendo mas frecuentes los tumores de mama, Utero y colon-recto (3).

El factor de riesgo mas importante es el habito tabaquico, que aumenta con
la cantidad y duracién del mismo. Otros factores de riesgo incluyen la exposicion al
gas Radon, junto con la exposicion ambiental o laboral al humo (fumadores
pasivos), asbestos, ciertos metales como cromo, cadmio y arsénico, quimicos
organicos, radiacion, polucion o téxicos presentes en ciertas pinturas. La
preexistencia de otras enfermedades pulmonares como la enfermedad obstructiva
pulmonar crénica, la fibrosis pulmonar idiopatica y la tuberculosis se asocian a un
incremento del riesgo de padecer cancer de pulmén. Por otro lado la susceptibilidad
genética contribuye al desarrollo del cancer de pulmén, especialmente si se
desarrolla a edad temprana (1).

Se encuentran predominantemente dos tipos de cancer de pulmon, el
microcitico (a células pequeiias, SCLC, 14%) y el no microcitico (a células no
pequefias, NSCLC, 85%). El carcinoma de pulmon no microcitico suele detectarse
en estadios avanzados lo que coincide con un mal prondstico. EI mismo puede ser
dividido en tres tipos histoldgicos principales: carcinoma epidermoide (que incluye al

de células escamosas), adenocarcinoma (incluyendo al bronquioloalveolar) y cancer
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de pulmén de células grandes. Si bien el carcinoma microcitico y el carcinoma
escamoso son los mas ligados al habito tabaquico, el adenocarcinoma es el tipo

mas comun en pacientes que nunca han fumado. (4)

Inmunologia tumoral : Breve reseia historica

En 1904 Paul Ehrlich en su teoria de las “Cadenas Laterales”, propuso la existencia
de sustancias quimicas en la membrana celular que al detectar otras sustancias
extrafias pertenecientes a microbios o células tumorales, se liberaban a la sangre
para neutralizarlas. De esta primera teoria deriva una segunda llamada “bala
magica” en la que Ehrlich afirmaba que era posible desarrollar quimicos capaces de
neutralizar toxinas al ser inoculados en pacientes. Ambas teorias fueron muy
revolucionarias para la época ya que describian por un lado lo que hoy conocemos
como “expansion clonal”’ y, por otro lado, sent6 las bases de la quimioterapia (5). Al
mismo tiempo en 1909 predijo que el sistema inmunolégico podria prevenir la
aparicion de carcinomas que, de otra manera, serian mucho mas frecuentes (6).
Esta idea fue retomada por F. Macfarlane-Burnet y Lewis Thomas. Burnet creia que
las células tumorales poseian neo-antigenos, es decir antigenos o proteinas que no
se expresaban en células normales, que podrian generar una respuesta anti-tumoral
eficiente que permitiera la eliminacidbn de un tumor incipiente. Al mismo tiempo
sugerian que organismos longevos deberian poseer mecanismos que los
protegieran de neoplasias, similares a los mecanismos que participan del rechazo
frente a un trasplante. Finalmente, Lewis Thomas y Frank MacFarlane Burnet
publican un trabajo sobre la teoria de “Inmunovigilancia tumoral”, revelando la
presencia de células timicas que constantemente inspeccionan los tejidos en busca
de células transformadas. Sin embargo, esta teoria cayé en desuso luego de que
Osias Stutman observo igual incidencia de tumores en ratones atimicos y en
ratones con genotipo salvaje (7). La teroria de la “inmunovigilancia tumoral’
permanecié controversial hasta que, con el avance de la biotecnologia, el desarrollo
de ratones transgénicos y anticuerpos monoclonales, fue posible mediante
evidencias experimentales, apoyar las teorias de Ehrlich, Mac-farlane Burnet y
Thomas (8). Sin embargo, la inmunovigilancia representaba so6lo una faceta de la

compleja relacion entre el sistema inmunoldgico y el tumor.
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A comienzos del 2000 se desarrollo teoria de la “Inmunoedicion” o de las
“tres E” (8). Se describe un proceso dinamico dividido para su simplificacion en tres
etapas: eliminacion, equilibrio y escape (tres E). La primera consiste en el
reconocimiento y eliminacién de las células tumorales por el sistema inmunoldgico.
La segunda etapa describe la existencia de un balance entre esta eliminaciéon y la
proliferacion de las células tumorales que sobrevivieron a la eliminacion. Por altimo,
la etapa del escape comprende la supervivencia y proliferacién de aquellas células
qgue no fueron eliminadas por el sistema inmunolégico en las etapas anteriores.

Estas células, se denominaron “inmunoeditadas” y son las que generarian el

desarrollo del tumor primario y una subpoblacion podria formar metastasis.
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Inmunologia y cancer

El proceso de carcinogénesis se desarrolla en multiples etapas y es impulsado por
el dafio genético o epigenético inducido por agentes carcinogénicos (0 en cierto
casos alteraciones intrinsecas heredadas) en células susceptibles que desarrollan
una ventaja selectiva de crecimiento o que se expanden en forma clonal como
resultado de la activacidbn de proto-oncogenes o de la inactivacion de genes

supresores de tumor (9, 10).

El genoma humano es muy estable, por lo tanto para que puedan acumularse
los eventos mutagénicos necesarios para desarrollar cancer, tiene que aumentar la
tasa de mutacion lo que conlleva a la inestabilidad gendmica. Esto implica que
ciertas mutaciones necesarias para el desarrollo de la carcinogénesis se producen
en genes que participan en el mantenimiento de la estabilidad gendémica, en
procesos tales como la recombinacion, reparacién y metilaciéon del ADN (11). Los
eventos de mutacion que suceden durante el proceso de carcinogénesis le otorgan
a la célula transformada una ventaja adaptativa determinada por la ganancia de
caracteristicas que deviene en su crecimiento selectivo y predominio frente a otras
células dentro de un tejido determinado y resulta indispensable para el

establecimiento y la progresion del tumor.

En el afio 2000 Hanahan y Weinberg describieron seis alteraciones de la
fisiologia celular indispensables para la progresion tumoral. 1) Evasion a la muerte
celular programada (apoptosis), 2) autosuficiencia respecto a sefiales de
crecimiento, 3) evasion ante sefales inhibitorias del crecimiento, 4) potencial
replicativo ilimitado, 5) angiogénesis sostenida y 6) invasion tisular y metastasis
(12).

La inflamacion puede tener un rol fundamental tanto en la promocién de la

carcinogénesis como en la progresiéon tumoral.

En el primer caso, se ha visto que hasta un 20% de canceres se asociaron
directa o indirectamente con la presencia de infecciones o condiciones inflamatorias
desreguladas (13). Este efecto fue reconocido en 1863 por el Dr. Rudolf Virchow,
quien postuld que la irritacion cronica y las heridas pueden constituir una condicion

previa para la tumorigénesis (14)
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Un ejemplo del papel de la inflamacién en la promocion de la carcinogénesis
es la expresion del factor NF-KB en numerosos tipos de células tumorales. NF-KB
regula la trascripcion de genes que participan en la inflamacion, la supervivencia y
proliferacion celular, la invasion, la angiogénesis y la metastasis. Analogamente, la
mayor parte de los agentes que promueven inflamacion y proliferacién celular,
activan NF-KB; entre ellos se incluyen la endotoxina, el tabaco y los carcinégenos
en general, la radiacion, los factores de crecimiento y las citoquinas inflamatorias
(15). Por otro lado, las células del sistema inmunolégico presentes en el sitio de
inflamacion producen EROs o citoquinas inflamatorias que inducen la expresion de
EROs en las células del estroma tumoral, y generan dafios a nivel del ADN de la

célula tumoral que promueve la carcinogénesis (16, 17)

En segundo lugar, existe otro tipo completamente diferente de inflamacion
que es aquella que sucede una vez desarrollado el tumor. La gran mayoria de los
tumores solidos disparan respuestas inflamatorias que favorecen el establecimiento
de un microambiente pro-tumoral (18). Ciertos oncogenes, como miembros de la
familia de RAS y MYC, inducen programas transcripcionales que remodelan el
microambiente tumoral, reclutando leucocitos y promoviendo la produccion de
citoquinas y quemogquinas pro-tumorales (19, 20). A causa de la continua renovacion
celular inducida por la inflamacion tumoral, los tumores han sido considerados como

“heridas que nunca sanan” (Dvorak, 1986).

La importancia de la inflamacion en la progresion tumoral permitié que se
incorporara a partir del 2011 como uno de los principales factores indispensables

para su desarrollo (Figura I-1; 21).
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INTRODUCCION

Caracteristicas emergentes

Metabolismo celular Evasién de destruccion
desregulado inmunolégica

Inestabilidad genética y Inflamacién pro-tumoral
mutacion

Caracteristicas habilitantes

Figura 1-1. Adaptada de *“Hallmarks of cancer: the next generation”, Hanahan
D, Weinberg RA, Cell. 2011.
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Células del sistem a inmunoldégico y microambiente
tumoral

La existencia de linfocitos T que reconozcan antigenos tumorales es un pre-requisito
para el establecimiento de una respuesta inmunoldgica anti-tumoral (22). Sin
embargo, el reconocimiento del antigeno tumoral por linfocitos T CD4 parece
devenir en la anergia mas que en la activacion de dichas células (23, 24, 25). Este
efecto se produce ademas en etapas tempranas de la progresién tumoral,
generando un estado de insensibilidad al antigeno tumoral y favoreciendo el avance
del tumor (26). Ademas otro posible resultado de la interaccion entre los linfocitos T
CD4 y el antigeno tumoral es la generacion de linfocitos T CD4 regulatorios (Tregs,
Trl), lo que complica ain mas la instauracion de una respuesta anti-tumoral
eficiente (27, 28, 29, 30, 31). Se demostré que para que se produzca la anergia de
los linfocitos T que reconocen antigenos tumorales, los mismos deben ser
presentados por células presentadoras de antigenos (CPA) y no por la célula
tumoral directamente (23, 32). El fenotipo de la CPA al momento de la presentacion
antigénica es crucial para la activacion del linfocito T (23, 33, 34, 35); por lo tanto, la
caracterizacion de las CPA durante la progresién tumoral es fundamental para
comprender la inmunosupresidon mediada por el tumor. Las células de origen
mieloide juegan un rol en la promocion de la progresion del tumor, el escape
inmune, la angiogénesis y la metastasis. Algunos de los subgrupos de las células
mieloides, incluyendo las células dendriticas tolerogénicas, los macrofagos tipo M2 y
las células mieloides supresoras funcionan como una red que puede determinar si la
respuesta inmune sera a favor o en contra de una respuesta inmunolégica anti-
tumoral (36).

Células Mielodes Supresoras

Alrededor del 2004 (37, 38) surgid una nueva denominacion para un grupo
heterogéneo de células inmunosupresoras de origen mieloide. Estas células se
originan en médula 6sea y en condiciones fisioldgicas dan origen a monocitos,
células dendriticas y neutroéfilos. Sin embargo, en situaciones patologicas tales como

sepsis, traumas o infecciones, se previene su diferenciacion y permanecen como un
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grupo heterogéneo de células mieloides inmaduras activadas (39; Figura I-2). Por lo
tanto se las denomino “Células Supresoras de Origen Mieloide” (del inglés: MDSCs;
40). En ratones, se caracterizan por co-expresar los marcadores GR1 y CD11b.
GR1 también es conocido como Ly-6G, una proteina de entre 21-25 kDa anclada a
glifosfatidilinositol de membrana que se utiliza como marcador de diferenciacion y
maduracién de granulocitos en médula désea. Suele expresarse transitoriamente
durante la diferenciacién de células monociticas pero no eritroides. En la periferia,
este marcador, se expresa en neutréfilos, eosinéfilos y monocitos, sin embargo el
nivel de expresién no siempre es el mismo en los diferentes tipos celulares.

El marcador CD11b, también conocido como integrina aM, es una de las dos
subunidades de la integrina aMp2, llamada también antigeno de macréfagos 1
(Mac-1) o receptor del complemento 3 (CR3). Esta integrina heterodimérica media la
adhesion de las células al componente del complemento 3 inactivo (C3bi) e ICAM-1
(CD54). El primero es parte del sistema de complemento y su unién a CR3 en la
célula aumenta su capacidad fagocitica. Por otro lado, la unién de ICAM-1, presente
en células endoteliales, a la integrina aMp2 permite la extravasacion del leucocito al
sitio de inflamacion. Este receptor puede expresarse en granulocitos, macréfagos,
células dendriticas y células NK (37). La médula 6sea de ratones normales
contiene entre un 20-30% de CMS, sin embargo en el bazo, sélo se encuentran en
porcentajes de entre 2-4% y estan ausentes en ganglios linfaticos. En humanos las
CMS se definen normalmente como CD14 negativas (Co-receptor del receptor tipo
Toll 4, que se une a la proteina transportadora de LPS) y positivas para CD11b
positivas. También pueden definirse como células positivas para CD33, (marcador
comun de células de origen mieloide, y se une a acido sialico como parte del grupo
SIGLEC, dentro de las lectinas), pero negativas para marcadores de células
mieloides y linfoides maduras y para la molécula de histocompatibilidad II, HLA-DR
(41, 42). En sangre periférica se caracterizaron como positivas para CD15
(carbohidrato expresado en células granulociticas y monociticas; 43). En individuos
sanos, las CMS constituyen alrededor de un 0,5% de las células mononucleares de

sangre periférica (41).
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CMS en enfermedades inflamatorias

A pesar de que en sus comienzos, las CMS se ligaron al cancer, posteriormente se
las asocié con varios procesos de inflamacion crénica y aguda. Se ha descrito su
actividad regulatoria de la respuesta inmune durante infecciones bacterianas o
parasitarias, estrés traumatico, sepsis y trasplantes (39).

V. Bronté y col. (44) describieron un aumento de células GR1°CD11b" en el
bazo de ratones que sufrieron sepsis polimicrobiana. Estas células también eran
positivas para CD31, marcador del desarrollo del linaje mieloide que se pierde en
células maduras. Algunas también mostraron inmunorreactividad para el receptor de
membrana de macrofagos F4/80. Esta variedad de marcadores estaria relacionada
con la presencia de un grupo heterogéneo de células GR1'CD11b" en distintos
estados de diferenciacion. Estas células producian factores inmunomoduladores
como IL-10 y TNF-a, sesgando la respuesta inflamatoria hacia un perfil Th2 (45).
Las CMS también regulan la inflamaciéon producida luego de un trasplante. Se
observd que la transferencia de CMS mejoré la tolerancia al injerto de piel
alogeneico de los ratones transplantados. El estudio identific6 una enzima de
respuesta a estrés (Hemooxigenasa-1, HO-1) como mecanismo principal de
supresion utilizado por las CMS para regular a los linfocitos T reactivos, siendo este
mecanismo independiente de arginasa -1 (ARG-1) y la 6xido nitrico sintasa inducible
(INOS) (45). Por otro lado, ratones transgénicos deficientes en SHIP (SH2-domain
containing 5 inositol phosphatase, gen que regula el repertorio de receptores de
células NK, su deficiencia aumenta la proporcion de receptores inhibitorios), no
rechazan trasplantes alogeneicos ya que poseen mayor cantidad de CMS vy
linfocitos T regulatorios (Treg) (46).

En ratones portadores de la Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE),
modelo experimental de Esclerosis Mdltiple, se ha descrito un aumento de la
poblacién de CMS con funcion supresora de Linfocitos T tanto en el bazo, como en
el sistema nervioso central y en sangre periférica (47).

Morfologicamente, las CMS son similares a células polimorfonucleares y
monocitos. Dado que constituyen un grupo heterogéneo de células de origen
mieloide en distinto estado de diferenciacién, en una misma muestra se pueden

observar diferentes tipos celulares (Figura 1-3).
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Si analizamos la expresion de marcadores, las CMS granulociticas
(morfolégicamente similares a PMN) poseen mayor expresiéon del marcador GR1,
denominadas GR1""CD11b*, que también puede expresarse como Ly-6G*CD11b".
Las CMS monociticas (morfolégicamente similares a monocitos) poseen una baja
expresion de GR1, siendo GR1°“CD11b* o Ly-6C*CD11b".

Médula Osea

GM-CSF, M-CSF,
SCF, IL-3 and FLT3

/ l \
~ 0.0
co 66 90

Cél. Madre Progenitor mieloide Cél Mieloides inmaduras
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Macréfagos Cél. dendriticas Granulocitos

Ligandos de TLR, citoquinas
Tejido normal pro-inflamatorias

Organos

linfaticos

Infeccién Trauma Tumor

Figura 1-2. Adaptada de “Myeloid-derived suppressor cells as regulators of the immune

system”, Gabrilovich DI, Nagaraj S. Nat Rev Immunol. 2009.
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Figura 1-3. Adaptada de “MyD88-dependent expansion of animmature GR1'CD11b"
population induces T cell suppression and Th2 polarization in sepsis”, Delano et al.,, JEM,
2007.

Mecanismos de expansion y activacion de CMS

Entre los factores que inducen la expansion de las CMS se encuentra la enzima
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y su producto la Prostaglandina E, (PGE,), el factor de
células stem (SCF), el factor de crecimiento de macréfagos (M-CSF) , el factor de
crecimiento de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) la interleuquina 6 (IL-6) y el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). La mayoria de estos factores
activa sefiales que convergen en proteinas de la familia Janus quinasa (JAK) y
finalmente en la molécula transductor de sefal y activador de la transcripcion 3
(STAT3), ambas moléculas regulan la supervivencia, proliferaciéon, diferenciacion y
apoptosis celular (39).

Las CMS, para ejercer su actividad supresora, requieren la presencia de
factores activadores, ademas de los factores que favorecen su expansion. Estos
factores pueden ser producidos por células tumorales y estromales, por linfocitos T

0 pueden ser productos bacterianos o virales (48). El interferon gamma (IFN-y) es
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uno de los principales factores activadores de CMS. Producido mayormente por
linfocitos T activados, el IFN-y activa a STAT1 y como resultado aumenta la
expresion de la INOS y ARG | en CMS. Otros factores activadores son IL-4, IL-13,
TGF-p y ligandos de los receptores TLR.

Resumiendo, para promover la capacidad supresora de las CMS debe
conjugarse la presencia de factores que promuevan tanto su expansion como Ssu

activacion (39).

Mecanismos de supresion de CMS

Arginasa e INOS

El metabolismo de la L-arginina es uno de los mecanismos principales de supresion

utilizado por las CMS. La L-arginina es convertida a ornitina y urea por la enzima
ARG y a oxido nitrico y citrulina por la NOS. En células maduras como macréfagos
hay un balance entre ambas enzimas. Dependiendo del perfil del macréfago, que
puede ser M1, inflamatorio o M2, relacionado a la inmunoregulacion y reparaciéon de
heridas, se utiliza mas la via de la NOS o la ARG, respectivamente (49). Las CMS
poseen ambos mecanismos para metabolizar L-arginina, que coexisten generando
una mayor deplecion de L-arginina del medio extracelular. Este metabolito es
utilizado también por los linfoticos T para el correcto armado de su receptor (TCR),
por lo tanto la deprivacion de L-arginina producida por las CMS genera un
impedimento en el armado del receptor T, que deviene en una incorrecta
presentacion antigénica y, si se prolonga la deprivacion de nutrientes, en anergia y
apoptosis de los linfocitos T (50, 51). EI metabolismo de la cisteina también es
utilizado por estas células como mecanismo inmunosupresor. Tanto los linfocitos T
como las CMS necesitan consumir cisteina del medio porque carecen de las
enzimas necesarias para producirla. Por lo tanto un aumento de la poblacion CMS
compite con los linfocitos T por la cisteina del medio, generando en estas células
una carencia metabdlica que impide su correcta activacion y proliferacion (52, 53).
El producto principal de la NOS, el 6xido nitrico (ON) también es utilizado como un
mediador de la inmunosupresion, ya que puede producir en linfocitos T un estado
reversible de anergia por inhibicion de la cascada Jak3/STAT5 (54), inhibir la

expresion de las moléculas de histocompatibilidad clase Il (MHCII, 55) y producir
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apoptosis (56). Ademas puede combinarse con las especies reactivas de oxigeno
(EROSs) para producir peroxinitritos.

Estas especies quimicas producen la nitracion del TCR vy el co-receptor CD8
evitando la correcta unidon del péptido presentado y la consecuente activacion
celular (57).

Especies Reactivas de Oxigeno (EROSs)

Factores inflamatorios como TGF@, IL-3, IL-6, IL-10, factor de crecimiento
plaguetario y GM-CSF, inducen la produccion de EROs en CMS. Estos factores
pueden estar presentes en procesos inflamatorios o ser liberados por las células
tumorales. Tanto infecciones bacterianas o0 parasitarias como enfermedades
autoinmunes (ej. Encefalomielitis autoinmune experimental, modelo de esclerosis
multiple en ratones) generan un aumento en la produccion de EROs y ON en CMS
luego de su contacto con los linfocitos T (58; 47). La produccion de EROs es
perjudicial para la presentacion antigénica, pon un lado porque impide la expresion
de la cadena CD3C del receptor del linfocito T CD8 (59, 60), al igual que la
deprivacién de L-Arg del medio, y por otro lado porque puede inhibir la produccion
de IFN-y (43)

Citoquinas regulatorias

Frente a estimulos inflamatorios, principalmente IFN-y producido por linfocitos T
activados, las CMS producen citoquinas regulatorias como IL-13 e IL-10 y TGF-§,
que generan la polarizacion de linfocitos T hacia un perfil Th2 y estimulan la
produccion de linfocitos T regulatorios, respectivamente. Al mismo tiempo las CMS

producen mas IFN-y realimentando el circuito regulatorio (61; 48).

MDSC y cancer

Las células mieloides supresoras se describieron por primera vez en pacientes con

cancer y modelos tumorales en ratones. En los modelos animales, se genera un
aumento rapido de CMS tanto como resultado del crecimiento tumoral a partir de
células tumorales transplantadas, o por la presencia de tumores espontdneos en
ratones transgeénicos. En el bazo de ratones portadores de tumor, esta poblacion

gue normalmente se encuentra en 2-4% puede elevarse hasta un 20-40% del total
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de esplenocitos nucleados, estando ademas presentes en ganglios linfaticos e
infiltrando el tumor (39). En pacientes, las células mieloides inmaduras constituyen
alrededor del 0,5% de las células mononucleares circulantes en sangre, valor que
aumenta cinco veces en pacientes con cancer en etapas tempranas. En pacientes
con estados avanzados de la enfermedad, las células CMS aumentan al mismo
tiempo que disminuyen las células dendriticas y este fendmeno se correlaciona con
una inmunidad anti-tumoral disminuida (62). Las CMS no sélo se asocian a una
inhibicion de la respuesta anti-tumoral, sino que también pueden promover la
angiogénesis, aumentar la invasion tumoral y la metéstasis (63, 64).

La eliminacion de esta poblacion supresora mejora la respuesta inmunoldgica anti-

tumoral en ratones portadores de tumor y en pacientes (65).

CMS en cancer de pulmoén

El cancer de pulméon ademas de producir una serie de factores con un potente
efecto antiinflamatorio, puede generar en las células inflamatorias circundantes, la
produccion de citoquinas regulatorias. La PGE2 secretada por las células tumorales
es uno de los mediadores del desbalance entre citoquinas regulatorias e
inflamatorias producidas por linfocitos y macrofagos en el sitio del tumor (66).

La PGE, se produce por las enzimas COX-1 y 2 a partir del acido
araquidonico liberado de los fosfolipidos de membrana por accion de fosfolipasas
(67). En general, la COX-1 se expresa constitutivamente, mientras que la expresion
de COX-2 es inducible en diferentes tipos de células y no es detectable en la
mayoria de los tejidos en condiciones basales (68).

Esta dltima isoenzima esta frecuentemente expresada de forma constitutiva
en tumores no microciticos (69). La sobreexpresion de COX-2 en células tumorales
se asoci6 con la resistencia a la apoptosis, a través de estimular la produccion de
proteinas anti-apoptaticas (70) y alteraciones en la adhesion a la matriz extracelular
(71), Se le atribuye ademas la promocion de la angiogénesis (72) a través de la
produccion de factores pro-angiogénicos por las células tumorales y endoteliales (73
tsujii 1998), un aumento de la invasion y metastasis, regulando la producciéon de
metaloproteasas y la expresion de CD44 (74) y una menor respuesta anti-tumoral
(66, 39). La COX-2 producida por células tumorales también puede regular la
actividad de las CMS a través del efecto estimulador de PGE; sobre la ARG en

cancer de pulmén (75).
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Por otro lado, se sabe que las CMS pueden estimular la actividad de linfocitos
T regulatorios (Treg) y que la produccion de PGE; por las células tumorales de
pulmén inducen la expresion del factor de Foxp3, necesario para la diferenciacion
de Treg (76).

Por lo tanto las CMS reclutadas por las células tumorales favorecen la
progresion tumoral, inhibiendo la correcta presentacion antigénica y actividad de
linfocitos T citotéxicos, induciendo poblaciones inmuno-supresoras como T regs y
células dendriticas regulatorias y aumentando la capacidad angiogénica y
metastasica del tumor.
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Antiinflamatorios no esteroides

Los antiinflamatorios no esteroides (AINE) se indican para el tratamiento de
condiciones crénicas o agudas que incluyen dolor y/o inflamacion, como artritis
reumatoide, gota, migrafias y jaguecas. Ademas se han estudiado para el
tratamiento y la quimioprevencion del cancer, especialmente en los tumores de tipo
colorectal (77).

Los AINEs inhiben competitivamente el sitio de la actividad de COX, con
excepcion de la aspirina, que la modifica covalentemente. Aunque los sitios con
actividad ciclooxigenasa de la COX-1 y la COX-2 son estructuralmente similares
(85% de homologia en contraste con el 65% para la proteina total), difieren en
cuanto a su tamafio, mas grande en la COX-2, que posee un bolsillo lateral sobre el
estrechamiento mencionado. La existencia de este bolsillo lateral permite la
recepcion de moléculas inhibitorias con una estructura mas grande. Esta diferencia
de tamafio permitié el desarrollo de inhibidores selectivos de la COX-2 (78).

Existen numerosas evidencias acumuladas a partir de estudios
poblacionales, de casos y controles y de ensayos clinicos que indican que el uso
regular de los AINEs en periodos de 10-15 afios reduce entre 40 y 50% el riesgo
relativo de desarrollar cancer colorrectal (79). Confirmando esos estudios, el uso de
los AINEs promovié la regresion de adenomas preexistentes en pacientes que
padecen de poliposis adenomatosa familiar (80). Dado que el blanco primario de los
AINEs son las ciclooxigenasas, resulté inmediata la hipotesis de que su inhibicién
seria beneficiosa para el tratamiento de este tipo de cancer. Muchos otros tipos de
tumores, ademas del colorrectal, incluyendo los de pulmén y mama, poseen
elevados niveles de expresiéon de COX-2 y de produccion de PG (81-89). Ademas
de factores intrinsecos como mutaciones de los protooncogenes Wnt y Ras (90),
con la consiguiente alteracion de sus vias de sefalizacion, existen otros
procedentes del microambiente tumoral que pueden aumentar la expresion de COX-
2, entre ellos la hipoxia y los estimulos inflamatorios (91, 92). Tanto los AINEs
selectivos como no selectivos de COX-2 previnieron el desarrollo de cancer de
pulmén en modelos experimentales de manera dosis dependiente, al mismo tiempo

gue un numero limitado de estudios epidemiolégicos sugieren que el uso regular de
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AINEs puede reducir la incidencia de cancer de pulmén (93). En este sentido, se
observd que inhibidores no especificos de COX-2 como la aspirina y el sulindac
reducen la incidencia de cancer de pulmén en ratones expuestos a compuestos
presentes en el tabaco (94).

La indometacina posee propiedades antiinflamatorias (95, 96),
guimiopreventivas y antitumorales, inhibiendo la acumulacion de células tumorales
en los pulmones y el subsecuente crecimiento de metastasis experimentales en
ratones (97) y retrasando la iniciacion del crecimiento tumoral y reduciendo el
tamafio del tumor primario y la diseminacion metastasica (98). Sumado a estos
efectos, se observé que la Indo fue capaz de restablecer la capacidad anti-tumoral
de macrofagos en un modelo de inmunidad concomitante (98) y que inhibidores de
COX-2 reducen la acumulacion de CMS en un modelo murino de cancer de mama
(99).
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Modelo experimental: A denocarcinoma de Pulmon Murino
LPO7

La linea LPO7 es una linea celular tumoral derivada del adenocarcinoma de pulmén
murino llamado PO7. El mismo aparecié espontaneamente en una hembra BALB/c
de 12 meses de edad, en el Departamento de Bioterio del Area de Investigacion del
Instituto Oncoloégico Angel H. Roffo. El tumor fue extraido y transplantado
sucesivamente mediante trocar en el flanco derecho en forma sc, obteniéndose un
modelo de tumor subcutaneo derivado del original (100) que metastatiza en pulmon.
Una vez establecido el tumor subcutaneo, se obtuvo la linea celular continua LPO7
(101).

Las células LPO7 inyectadas de forma sc., al igual que el tumor original P07,
desarrollan un tumor de tipo adenocarcinoma poco diferenciado, el cual no presenta
signos de invasion local pero si metastasis pulmonares. El analisis histopatoldgico
revela células poliédricas rodeadas por células ahusadas y algunas estructuras de
aspecto glandular (Figura I-3). Se observan ademas, focos de apoptosis y necrosis,
especialmente hacia el centro del tumor, donde los nutrientes se vuelven escasos y

la llegada de oxigeno es menor. Presenta ademas infiltrado inflamatorio.
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Figura |1-3. A, Tincion hematoxilina-eosina de corte de tumor LPO7, se observan
células poliédricas rodeadas por células ahusadas. B, Microscopia de fluorescencia
de células LPO7 in vitro marcadas con naranja de acridina, se observa gran cantidad
de granulos intracelulares con localizacion perinuclear. Fotografias provistas por el
Dr. Urtreger, A.
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Ambos tumores LPO7 y PO7 inducen sindromes paraneoplasicos en el ratdon
portador tales como hipercalcemia, caquexia Yy leucocitosis, similares a los
observados en pacientes que presentan cancer de pulmén a células no pequefias
(102). La hipercalcemia es consecuencia de la elevada produccion de la proteina
relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP) secretada por el tumor. La
caquexia, que se refiere a la pérdida de peso, debilidad y bajo rendimiento del
animal, esta relacionada con la liberacion de citoquinas inflamatorias como IL-6, IL-
1B, TNF-a y GM-CSF por el tumor. La leucocitosis implica un aumento en el nimero
total de globulos blancos en sangre y en el bazo (produciendo ademas
esplenomegalia). Este sindrome se produce a expensas de un aumento en la
poblacién polimorfonuclear, generando en consecuencia una inversion en la formula
leucocitaria en ratones portadores de tumor avanzado. En cambio los ratones
normales y los portadores de tumores pequefios de corta evolucion presentan una
mayor proporcién de linfocitos.

Ademas, la linea celular LPO7 expresa altos niveles de la enzima COX-2 y

por lo tanto produce grandes cantidades de PGE; (103).
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OBJETIVOS

Esta tesis tuvo como objetivo general evaluar el efecto de un antiinflamatorio no
esteroide, la indometacina, sobre la poblacion de Células Mieloides Supresoras

(CMS), en patologias inflamatorias y tumorales.

Las CMS son una poblacién celular con capacidad de inmunoregulacion que
juega un papel fundamental tanto en desordenes inflamatorios como en el escape
tumoral, (104, 39). La indometacina es un AINE que por su potente efecto
antiinflamatorio, debido en gran parte a la inhibicion de las enzimas COX1 y 2,
puede asimismo tener accion sobre el desarrollo tumoral (105,106). A partir de estos
antecedentes el objetivo fue investigar si el mecanismo de su accién en ambos
tipos de patologia podria radicar en la modulacion de la poblacion CMS. Dado que
se habia demostrado anteriormente que la Indo inhibia el cancer de pulmén murino
LPO7 (107), empleando este modelo experimental nos planteamos los siguientes

objetivos especificos.
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Objetivos especificos

Determinar la presencia de CMS en el tumor y en los 6rganos linfaticos de un
ratdbn portador de tumor LPO7 en las diferentes etapas de la progresion

tumoral.

Estudiar el efecto de la administracién de Indo sobre la acumulacién de las

CMS y el estado inmune sistémico.

Estudiar el efecto de la administracion de Indo sobre la capacidad supresora

de CMS esplénicas aisladas de ratones portadores de tumor LPO7.

Estudiar el efecto de la Indo sobre CMS diferenciadas en un microambiente

tumoral y en un microambiente inflamatorio no tumoral y determinar:

« Capacidad supresora in vitro

« Capacidad supresora in vivo sobre el crecimiento tumoral

 Capacidad supresora in vivo sobre el desarrollo de una
patologia inflamatoria autoinmune

¢ mecanismos de inmunosupresion involucrados
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Drogas

El antiinflamatorio no esteroide Indo (Sigma-Aldrich) se disolviéo en 100% de etanol
(5 mg/ml). Para los experimentos in vitro se utilizd en concentracion de entre 10-100
UM. En los experimentos in vivo, la Indo se suministré a los ratones en el agua de
bebida, en una concentracion final de 10 pg/ml, desde el momento de inoculacion de
las células tumorales y hasta finalizar cada experimento. Los animales control
recibieron en el agua de bebida sélo el solvente de la droga en la misma

concentracion que el grupo tratado.

Lineas celulares

La linea celular LPQO7 se obtuvo a partir de un pasaje sc. del tumor espontaneo P07.
Las células LPO7 se cultivaron en medio de cultivo MEM 41500 (GIBCO)
suplementado con 10% de SFB, L-glutamina 2mM y 80 pg/ml de gentamicina, a
37°C en una atmdsfera himeda con 5% de CO2.

La linea LPO7°%%? fue provista por el Dr. Guillermo Peluffo, del Area de
Investigacion del Instituto de Oncologia Angel H. Roffo. Las mismas tienen
silenciado el gen de COX-2 por transduccion con un ARNhc. Las condiciones de
cultivo son las mismas que las utilizadas para las células LP07. La linea control del
silenciamiento tiene un ARNhc contra el gen de GFP.

La linea celular 4T1, carcinoma mamario singeneico en BALB/c, se utiliz6 como
control de la especificidad antitumoral del efecto de la Indo. La misma se cultivé en
medio RPMI (GIBCO) suplementado con 10% de SFB, a 37°C en una atmosfera
hiameda con 5% de COs,.

La linea celular B16, melanoma de origen C57BL/6, se utilizd6 para obtener medio
condicionado, utilizado en los experimentos de diferenciacion de CMS para
transferencia a ratones con EAE. La misma fue cultivada en medio DMEM (GIBCO)

suplementado con 10% de SFB a 37°C en una atmosfera himeda con 5% de CO2.

Animales

Hembras BALB/c, de 3 a 4 meses de edad, endocriadas en el Departamento de

Bioterio del Instituto Oncoldgico Angel H. Roffo, se utilizaron para el trasplante de
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las células tumorales LPO7 y 4T1. Células progenitoras de médula ésea se
obtuvieron de ratones BALB/c de entre 6 y 8 semanas de edad.

Hembras C57BL/6 de 3 a 4 meses de edad, provistas por el Departamento del
Bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental, se utilizaron para el
desarrollo de la encefalomielitis aguda experimental (EAE). Células progenitoras de
médula 6sea de obtuvieron de ratones C57BL/6 de entre 6 y 8 semanas de edad.
Los animales tuvieron libre acceso a la bebida y el alimento (ad libitum) y se
mantuvieron en un régimen de 12 h de luz y oscuridad. Todos los estudios se
llevaron a cabo siguiendo las normas de cuidado animal definidas en la “Guia para
el cuidado de los animales de laboratorio” del National Institutes of Health (NIH;

Guide for the care and use of laboratory animals, eight edition, 2011)

Crecimiento subcutaneo de los tumores

Las células LPO7 (3 x10°) y 4T1 (1,5 x10% se inocularon sc. en el flanco derecho de
ratones hembra BALB/c. El tamafio tumoral se evalué dos veces por semana
midiendo dos de sus diametros perpendiculares con un calibre de Vernier. El
volumen tumoral (mm3) se calculé segun: (A x B2)/2, donde A y B fueron los
diametros mayor y menor respectivamente. A diferentes dias de evolucién los
animales fueron sacrificados y se procedié a realizar su autopsia (ver item
siguiente). Los pulmones se fijaron en fijador de Bouin (acido acético, acido picrico y

formaldehido) y las metéastasis superficiales se contaron bajo lupa estereoscopica.

Preparacion de tejidos para estudios de citometria

Se realiz6 la diseccidn de los ratones portadores de tumor tratados o no con Indo y
de los ratones normales. Los animales se sacrificaron a distintos tiempos de la
progresion tumoral (10, 20 y 30 dias) y se disecaron el bazo, el tumor, ganglios
drenantes (inguinales + axilares) y los ganglios contralaterales. Se realizaron
suspensiones celulares por disociacion mecanica y los glébulos rojos se lisaron con
una solucién tampdén de lisis de glébulos rojos (Sigma-Aldrich). Luego se
resuspendieron las células en solucion tampon de citometria (Tampon fosfato, 10%

SFB, 0,1% azida sodica) y se marcaron durante 30 min a 4 T con los anticuerpos
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qgue se definen en la tabla 1 (eBioscience). Luego se fijaron las muestras en 150pl
de solucion tampon fosfato y 50ul de paraformaldehido al 4%. Para analizar la
presencia de CMS en el bazo y ganglios de ratones con EAE, se repiti6 el mismo
procedimiento y se marcaron las muestras solo con los primeros dos anticuerpos de
la tabla. Se utilizé el citdmetro FacsAria 1 de BD y los datos se analizaron con el

programa FlowJo.

Anticuerpo Tipo celular que | Fluorocromo

Anti detecta asociado

CD11b CMS APC

GR1 CMS PE

CD8 LinfocitoT FITC
citotoxicos

CD25 APC

CD4 Linfocitos T FITC

FOXP3 Regulatorios PE

Ensayo de actividad de la enzima arginasa

Se obtuvo bazo, tumor y pulmén de los ratones portadores de tumor, tratados o no
con Indo y de ratones normales. Se disgrego el tejido mecanicamente utilizando el
equipo Ultra Turrax T25 (IKA Labortechnik), en solucion tampoén fosfato (PBS). Para
activar la enzima, los homogenatos se incubaron por 10 min a 56 C en presencia
de 10 pl de Cloruro de Manganeso (en agua destilada, PH=7,4), luego se agregaron
100 pl de arginina (en agua destilada 0,5 M PH=9,7-9,8) y se incubaron las
muestras a 37<C por dos horas. Se construy6 una curva standard de urea que se
preparé a partir de una solucion de urea (Timper) en agua destilada 150 pg/100 pl y
luego se realizaron diluciones seriadas. Como control se utilizé6 agua destilada. Las
diluciones standard y las muestras se incubaron 45 min a 95-100C en presencia de
900 pl de una solucién de acidos (H,0:H,S04(96%):H3P0O4(85%) en relacidon 7:1:3) y
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una solucién de a-isonitrosopropiofenona (Sigma-Aldrich) al 6% en etanol absoluto.

Se evalud la absorbancia en un lector de ELISA (Labsystems) a 540nm (108).

Ensayo de hipersensibilidad retardada  (HR)

Preparacion de células formalinizadas

Células LPO7 previamente lavadas con solucion tampoén fosfato se resuspendieron
en 25 volumenes de formol neutro (PH=7,4) y se dejaron 12 hs a temperatura
ambiente. Se lavaron 2 veces y se resuspendidé la muestra final en solucion

fisiologica.

Ensayo de HR in vivo

Se inyectaron 5x10° células LP07 formalinizadas de subcutanea en la almohadilla
plantar de ratones portadores de tumor de 10, 20 y 30 dias de crecimiento, y
tratados o no con Indo. En la almohadilla contralateral se inyect6 solucion fisiolégica
como control. Luego de 24 hs se midi6é el grosor de la almohadilla con un calibre
neumatico y se calculé el engrosamiento (HR) del la almohadilla plantar como:

Grosor 48 hs post-inoculacion — Grosor pre-inoculacion.

Obtencion de CMS de bazo

Se obtuvieron suspensiones unicelulares provenientes de bazos de ratones
portadores de tumor tratados o no con Indo de 30-33 dias y se repitio el proceso de
preparacion de tejidos para citometria. Se aislaron las células CD11b"GR1" (CMS)
por la técnica de separacion celular utilizando el equipo FacsAria |, obteniendo un
porcentaje de pureza de mas del 95%. Se utilizé paralelamente la técnica de
separacion magnética de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Miltenyi

Biotec), alcanzando un porcentaje de pureza de alrededor del 85%.
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Preparacion del factor de estimulacion de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM  -CSF)

Se utilizé el hibridoma J588 productor de GM-CSF. Se descongelaron las células, se
lavaron por centrifugacion con RPMI suplementado con 10% SFB y se sembraron
en una placa de Petri con 10 ml de RPMI suplementado con 10%SFB vy
antibiotico/antimicético (Gibco 15240). Se dejaron toda la noche en estufa gaseada
con 5% de CO2 a 37T y al dia siguiente se incorporaron 20mg/ml de geniticina.
Luego de 24-48 hs se lavaron dos veces con solucion tampén fosfato libre de LPS y
se dividié la muestra en dos frascos de cultivo T175 con 200ml RPMI completo.

Luego de 5 dias se recogio el sobrenadante y se filtr6 con filtros de 0,22 pum.

Preparacion de medio condic ionado de LPO7 y B16

Células LP0O7 y B16 fueron cultivadas de acuerdo a las especificaciones de cada
linea celular. Al alcanzar a una confluencia del 80% se descarto el sobrenadante, se
lavé una vez con solucion fosfato estéril y se agregé RPMI (GIBCO) suplementado
con antibidtico/antimicético, sin SFB. A las 12-18hs se recupero el sobrenadante y

se centrifugd a 1000 RPM, 10 min. Se congel6 a -80°hasta su uso.

Obtencién de CMS a partir de medul a 6sea

Se sacrificaron ratones normales BALB/c o C57BL/6 de 6-8 semanas de edad y se
colectaron los fémures de ambos miembros posteriores. Se desprendié el tejido
circundante al hueso mecanicamente y, en esterilidad, se obtuvieron las médulas
0seas por presion con jeringa de 5 ml y aguja 25 mm. Se resuspendieron en RPMI
suplementado con 10% SFB, 50uM f-mercaptoethanol (Gibco), 1mM HEPES
(Gibco), 10% GM-CSF (obtenido del sobrenadante de células J588) y se
centrifugaron a 2000 RPM por 10 min. Luego se lisaron los globulos rojos y se lavo
nuevamente la solucidon por centrifugacion. El precipitado celular fue dividido en

cuatro partes iguales para realizar los diferentes tratamientos.
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Produccion de CMS a partir de progenitores de médula
Osea

Los progenitores de médula dsea obtenidos como se detalla anteriormente fueron
cultivados por 4 dias en presencia de RPMI suplementado con 10% SFB, 50uM f-
mercaptoethanol  (Gibco), 1mM HEPES (Gibco), 10% GM-CSF vy

antibiotico/antimicético. A este medio tradicional de diferenciacion, se le agregaron

los tratamientos detallados en la tabla 2.

Tratamiento Denominacion

Medio tradicional CMS normales (CMSnorm)

10 uM Indo CMS normales tratadas con Indo
(CMSnome+indo)

10% Medio condicionado LP0O7/B16 CMS tumorales (CMSum)

10% Medio condicionado LP07/B16 CMS tumorales tratadas con Indo

+ 10 puM Indo (CMSwum+indo)

Se determindé la pureza de cada poblacién CD11°GR1" obtenida después de cada

tratamiento mediante citometria, obteniéndose una pureza mayor al 90%.

Reaccion mixta leucocitaria (RML)

Se co-cultivaron 5x10° esplenocitos de ratones BALB/c con 1x10° esplenocitos
irradiados de ratones C57BL/6 (5:1 relacién célula respondedora: estimuladora), en
RPMI suplementado con 10% SFB, 50uM p-mercaptoetanol, 1mM HEPES,
antibiotic/antimicotic. Luego se agregaron 1x10° CMS (5:1 relacién célula
respondedora: CMS) de bazo de ratones portadores de tumor tratados o no con
Indo o CMS de médula 6sea normal. Después de 4 dias de incubacion se agrego
timidina tritiada (*H-timidina) y se midio la proliferacién celular de los esplenocitos
de BALB/c en un contador de centelleo (Perkin Elmer). Para ensayar las CMS de la

cepa C57BL/6, se utilizaron esplenocitos de C57BL/6 como respondedores y
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esplenocitos de BALB/c irradiados como antigeno. Se mantuvieron las proporciones

de todas las poblaciones celulares.

Trans ferencia adoptiva

CMS esplénicas o de médula ésea (5 x10° /300ul de tampén fosfato) fueron
transferidas i.p. a ratones BALB/c 3 dias después de la inoculacién de 3x10° células
LPO7. Como control del crecimiento tumoral se dejé un grupo de ratones inoculados
con LPO7 sin transferir. Para la observacion de las células inoculadas, se marcaron
con 2ul de colorante diacetato de carboxifluoresceina succinimidil éster (CFDA-SE,
Molecular probes, Life Technologies) a 37C en solucion tampén fosfato, se
centrifugaron durante 5 min a 2000 RPM y se resuspendieron por 30 min a
temperatura ambiente en el medio de diferenciacion tradicional, pasado el tiempo se
lavé una vez y se resuspendieron en solucion tampoén fosfato para su inoculacion. El
crecimiento tumoral se evalu6 como se detalla para el crecimiento subcutaneo de

los tumores.

Induccion de la encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE)
Ratones

Se utilizaron C57BL/6, criados en el Bioterio del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (Bs.As., Argentina). El péptido encefalitogénico correspondiente a la
secuencia murina MOGg3s.55 (M-E-V-G-W-Y-R-S-P-F-S-R-V-V-H-L-Y-R-N-G-K) fue
sintetizado por el Laboratorio de Biopolimeros de la Universidad de Californa y
purificado por HPLC hasta llegar a mas del 99% de pureza. Los ratones fueron
inmunizados s.c. en los flancos derecho e izquierdo con 150 pg del péptido MOG3s.
55, emulsificado previamente en adyuvante completo de Freund (CFA, Sigma
Aldrich), junto con 200 pg de Mycobacterium Tuberculosis (Difco Laboratories). Al
mismo tiempo, los ratones recibieron 200 ng. de toxina pertussis (TP, List Biological
Laboratories Inc.) en 0,2 ml de solucion tampén fosfato. 48 hs después de la

inmunizacion se repitio la inyeccion con TP. Los ratones se observaron diariamente
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para evaluar el score siendo: 0, sin enfermedad; 1, pérdida del tono muscular de la
cola; 1,5, pérdida de habilidad para mantenerse derecho; 2, debilidad de las
extremidades posteriores; 3, paralisis de los miembros posteriores; 4, cuadriparesia;
5, moribundo. Los animales fueron mantenidos de acuerdo a las guias de cuidado
animal del Instituto Nacional de Salud (NIH) (109).

Tratamiento con CMS de médula 6sea

Los 4 grupos experimentales de CMS de médula 6sea detallados en la tabla 2 se
inyectaron por via intra peritoneal (5x10° cel./ 300 pl solucién fisiologica) a animales
con score 1. Se evalud la evolucién de la EAE observando el score dia por medio,

luego de la transferencia celular.

Western Blot

Las CMS se lisaron con la solucion tampon RIPA (20 mM de Tris-HCI, pH 7,5, 150
mM de NaCl, 1% de Nonidet P-40, 0,5% de deoxicolato de sodio, 1 mM de EDTA 'y
0,1% de SDS) suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas (Protease
Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich). Se midié la concentracion proteica de las
muestras mediante el método de Bradford. Los lisados se mezclaron con solucion
tampon de siembra con 5% de B- mercaptoetanol, se calentaron a 95°C durante 5
min y se sembraron en geles de poliacrimilamida del porcentaje adecuado. La
electroforesis se desarrollé en una solucion tampén Tris-Glicina. Las proteinas se
transfirieron a membranas de PVDF. La deteccion inmunoldgica se realizé con los
anticuerpos primarios para CCAAT-enhancer-binding protein-p (C/EBP-$, 1/1000,
Cell Signaling) luego de la incubacién con el anticuerpo secundario se detectaron

las bandas especificas con el reactivo ECL.

Determinacion de la p roduccion de Oxido Nitrico

Volumenes iguales de sobrenadante del cultivo de CMS de médula 6ésea normal
(100ul) se mezclaron con 100ul de reactivo de Griess (1% sulfanilamida en 5%

acido fosférico y 0.1% N-1 dihidrocloruro de naftiletilendiamina in agua destilada).
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Luego de 10 min de incubacion a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a
550 nm, usando un lector de microplaca de ELISA (LabSystems). La concentracion
de nitrito se determiné comparando la absorbancia de las muestras con las de una

curva de nitrito de sodio (Diluciones seriadas partiendo de 0,1 mM; 110).

Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno

Se marcaron las CMS con 2 uM de dihidroetidio (DHE, Calbiochem) en RPMI 1640
durante 5 min a 37<C, luego de un lavado con RPMI 1640, se dejaron las células 30
min a temperatura ambiente en medio de diferenciacién tradicional de CMS y se

midio la fluorescencia por citometria de flujo (111).

Arreglo de genes de inmuno -tolerancia e inflamacion

El ARN total de CMS tumorales y CMS tumorales tratadas con Indo se aislé por el
protocolo de extraccidén con trizol (Life Technologies). Se gener6 el ADN copia por
transcripcion reversa  utilizando el sistema Superscript 1l First-Strand (Life
Technologies), con primers al azar. Se analizd la expresion de genes asociados a
inflamacion e inmuno tolerancia por la técnica de PCR en tiempo real del ADN
copia, mediante el Arreglo de inmuno-tolerancia y anergia de linfocitos T
(SABioscience). Los datos se analizaron con el programa de analisis de datos de
arreglos de PCR (RT2 profler PCR array data analysis software;

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php).

Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software
Inc). Las barras representan las medias + SEM. Para el ensayo de MLR y el
analisis de porcentaje de CMS en bazo y ganglios de ratones con EAE se utilizdé un
ANOVA de un factor seguido de un post-test de Bonferroni; para analizar las
diferencias significativas en el crecimiento tumoral, porcentaje de MDSC durante el

crecimiento tumoral y la evolucién de la EAE, se utiliz6 un ANOVA de dos factores
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seguido de un post-test de Bonferroni. Valores de P < 0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos.
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La Indo reduce la progresion tumoral

Se estudio el efecto de la Indo sobre la progresion tumoral de modelo experimental
de cancer de pulmoén no microcitico LP0O7 (101), confirmando los resultados del

ensayo realizado anteriormente por el grupo (107).

Asi, el tratamiento in vivo con Indo disminuyo6 significativamente el crecimiento
tumoral de las células LPO7 (Fig. 1). Ademas se observé la disminucion de los
sindromes paraneoplasicos asociados a la progresiéon tumoral del modelo

experimental LPO7 y reportada en trabajos previos del grupo (101, 107, 112).
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Figura 1 A: El tratamiento con indometacina disminuye el desarrollo tumoral

LPO7. Ratones BALB/c se inocularon con 3x10° células tumorales LP0O7, a un grupo
se lo traté con Indo por via oral en el agua de bebida (concentracion final 10uM). Se
registro el volumen tumoral con un calibre cada 2 dias. Se muestran los promedios
de 8 ratones por grupos. Grafico representativo de 3 experimentos independientes,

con resultados similares. P< 0,001.
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La accion de la Indo posee mecanismos independientes de
la COX-2 tumoral

Numerosos trabajos revelan la independencia de COX-2 de los AINEs para ejercer
algunas de sus funciones (116, 117). Por lo tanto, estudiamos el efecto del
tratamiento in vivo con Indo en ratones portadores de un tumor LPO7 que no

expresa COX-2
(LPQ7 9%,

En primer lugar encontramos una disminucién en el crecimiento tumoral de la
linea LPO7-“°*2 comparada con el control. Esta disminucién del tamafio del tumor
fue similar a la observada en los RPT que solo estaban bajo tratamiento con Indo
(volumen RPT+Indo a 33 dias: 117mm?, RPT°*? a 33 dias: 90 mm?, Figura 1Ay
1B). En segundo lugar, observamos que la combinacion del silenciamiento de COX-
2 con el tratamiento in vivo con Indo (LPO7 ~“°*2 + |Indo) disminuy6
significativamente el crecimiento tumoral, comparado con el grupo que solo recibid

las células silenciadas para COX-2 (LP07 ~“°*%: Figura 1B).
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Figura 1B: La accién de la Indo posee mecanismos independientes de la CO X-2
tumoral . A, Ratones BALB/c fueron inyectados con 3x10° LP07 o LPO7 silenciadas para el
gen de COX-2 (producidos por el Dr. Peluffo), se midié el volumen tumoral cada 3 dias. B,
inserto de figura A, donde se muestra con mayor aumento la diferencia significativa en el
crecimiento tumoral de la combinacién LP07°°*? con el tratamiento in vivo con Indo. El
control (RPT) son células LP07 infectadas con adenovirus portando un ARNhc contra GFP.
ANOVA de dos factores, P< 0,01. Se muestran promedios de 10 ratones por grupo. Gréfico

representativo de 2 experimentos independientes, con resultados similares.
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La Indo inhibe el microambiente  inmunosupresor

El tratamiento con indometacina revierte el aumento de CMS asociado a la

progresion tumoral

El tumor LPO7 secreta, durante su crecimiento in vivo, GM-CSF, IL-6 e IL-1p,
ademas de producir elevados niveles de PGE, como producto de la alta expresion
de COX-2 por las células tumorales. Como consecuencia de la secrecion de estos
factores, se genera una respuesta inflamatoria sistémica (101, 112). Dado que se
sabe que las CMS son inducidas por estos factores pro-inflamatorios (113, 114)
estudiamos la presencia de esta poblacion en bazo, tumor y ganglios drenantes de
ratones portadores de tumor y el efecto del tratamiento con Indo sobre esta
poblacién celular regulatoria. El tumor LPO7 se desarrolla a lo largo de 30-35 dias,
caracterizandose la Ultima etapa por un tamafio tumoral de aprox. 1000 mm?®,
pronunciada caquexia, hipercalcemia y leucocitosis, y presencia de metastasis
pulmonares. Por lo tanto, para correlacionar la proporcion de CMS con la
progresion tumoral, se analizaron los valores de CMS en los siguientes tiempos: 1)
10 dias, etapa temprana, 2) 20-23 dias, etapa media y 3) 30-35 dias, etapa tardia de

la progresiéon tumoral. Se utilizaron ratones normales como control.

Por citometria de flujo observamos un aumento del porcentaje de CMS en
bazo y ganglios drenantes del tumor (GDT) que se correspondié con la evolucion
tumoral, siendo significativamente mayor a etapas tardias de portacion (33 dias). En
bazo el porcentaje de CMS alcanz6 aproximadamente un 30% de la poblacién total
de esplenocitos, dato que concuerda con lo reportado para varios tipos tumorales en
bibliografia (39). El tratamiento con Indo no sélo previno el aumento de CMS en
ambos o6rganos linfaticos sino que ademas encontramos una disminucion
significativa el porcentaje de CMS intra-tumorales comparado con el grupo RPT
(Figura 2A, By C).

Posteriormente evaluamos la proporcion de linfocitos T regulatorios y
linfocitos T CD8 en los GDT de los ratones portadores de tumor tratados (RPT+Indo)

o no (RPT) con Indo. El tratamiento con Indo aumenté la proporcion de linfocitos T
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CDS8 y redujo la proporcion de T regs (Figura 2D y F). Encontramos ademas un
aumento en la poblacion de linfocitos T CD8 intra-tumoral (Figura 2E). Por otro
lado, a raiz del tratamiento con Indo se produjo un aumento en la expresion del

marcador GR1 en la poblacion CMS esplénica de RPT+Indo (Figura 2A derecha y
abajo).
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A: MDSC en bazo CMS en el Bazo sobre total esplenocitos

80, wm RPT ~ RPT RPT + Indo

B3 RPT+Indo

60+

40-

204
33

o
i

Porcentaje (CD11b+Gr1+/ mieloides)

SSC-A

T T T T 7
w0 e06 G0 800 1000

FSC-A

RPT RPT + Indo

Figura 2. El tratamiento con indometacina regula la proporciébn de célula s
inflamatorias durante la progresion del tumor LP0O7. A, Se analiz6 el contenido de CMS
por citometria en esplenocitos extraidos de RPT y RPT+Indo a los 10, 20 y 33 dias de
portacion (n=5) (RPT 33 dias vs Control P< 0,01; RPT 33 dias vs RPT+Indo 33 dias P<
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abajo, sobre el subgrupo de células mieloides. Gréfico representativo de 3 experimentos

independientes con resultados similares.
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dia 33 vs RPT+Indo dia 33 P< 0,01). Se utilizaron ganglios inguinales y axilares de ratones

normales como control (n=6). C, se repitid el procedimiento para los tumores (n=8) (RPT 33

dias vs RPT+Indo 33 dias P< 0,05). Los valores control se representan con una linea recta

horizontal. Graficos de barras muestra promedio de todas las muestras de cada grupo y los

graficos de puntos muestran ejemplos de 1 muestra de cada grupo.
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El tratamiento in vivo con Indo revierte el aumento de actividad arginasa

La enzima arginasa (ARG) es uno de los principales mecanismos de inmuno-
supresion utilizados por las CMS sobre la actividad y proliferacion de linfocitos T
(61). En este sentido, analizamos la actividad ARG en el tumor, el bazo y los
pulmones (sitio de metastasis del tumor subcutaneo LP0O7) de ratones portadores de
tumor LPO7 y portadores tratados in vivo con Indo a diferentes tiempos de la

progresion tumoral (las tres etapas definidas anteriormente).

La actividad de ARG se midié por el método colorimétrico de medicion de urea y se

utilizaron tejidos de ratones normales, como control.

La actividad ARG aument6 en el bazo (Normales 115 pgUrea/mg proteina vs.
RPT 33 dias 282 pugUrea/mg proteina P< 0,01), pulmén (Normales 30 pgUrea/mg
proteina vs. RPT 33 dias 107 pgUrea/mg proteina P< 0,001); y tumor (RPT 10 dias
3.359 pgUrea/mg proteina v. RPT 33 dias 827.100 pgUrea/mg proteina P< 0,01),

con la progresiéon tumoral (Figura 3A Bazo, 3B Pulmoén, 3C Tumor).

Por el contrario, cuando los ratones portadores de LP07 fueron tratados in vivo con
Indo, la actividad ARG permanecio dentro de los valores normales en bazo y pulmén
(Figura 3A 'y C), y en el tumor disminuy0 significativamente en etapas avanzadas de

portacién, comparado con el grupo portador RPT (Figura 3B).
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El tratamiento con Indo revierte la inmunosupresion sistémica provocada po r

la progresién tumoral

Dado que observamos un aumento en la poblacion de CMS vy la actividad arginasa,
con la progresion tumoral, lo que podria ser un indicador de inmuno-supresion
sistémica (115, 116), evaluamos la respuesta inmunologica sistémica especifica
contra el tumor realizando un ensayo de hipersensibilidad retardada en RPT y
RPT+Indo. Este ensayo in vivo permite evaluar el estado de la respuesta
inmunologica especifica contra el tumor pero a nivel sistémico y dependiente,
mayoritariamente de la respuesta Thl (117). Se estudio la capacidad de responder
al antigeno tumoral en las mismas tres etapas que evaluamos anteriormente
mediante el método de HR (Tabla 3). El sistema inmunoldgico de ratones
portadores de tumor fue capaz de responder al antigeno tumoral durante las
primeras dos etapas, la temprana y la media (10 y 20 dias respectivamente), sin
embargo a etapas tardias, correspondiendo al aumento significativo de CMS en
bazo y GDT y de actividad arginasa en bazo, tumor y pulmén, el sistema
inmunoldgico de estos ratones fue incapaz de generar inflamacion en respuesta al
antigeno tumoral. El tratamiento con Indo revirti6 este efecto inmunosupresor
sistémico generado por el tumor, ya que aun a etapas tardias (33 dias) el sistema
inmunologico de los ratones tratados siguio respondiendo frente al antigeno tumoral.
Este efecto se correlacion6 ademas con una mayor proporcion de linfocitos T CD8 y

una menor proporcion de linfocitos T regs en ratones tratados con Indo.
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Hipersensibilidad Retardada

RPT RPT + Indo

Dias LPO7 SF LPO7 SF
14 0,16 + 0,08 | 0,05+0,05| 0,15+0,09 | 0,03 +0,03
22 0,17 +0,06 | 902%0.03 | 5174005 | 0,014 +0,02
35 0,06+005 | 0+0,03 | 0,14+0,04 || 0,02+0,04

Tabla 3: Hipersensibilidad Retardada. = Ratones portadores de LPQO7 fueron inyectados con
5x10° células LP0O7 formalinizadas en la almohadilla plantar. Se midié el diametro de la
almohadilla plantar en tiempo 0 y post-48hs. El control se realizé con solucion fisioldgica en

la pata contra-lateral. Gréafico del promedio de 8 ratones por grupo. P<0,05.
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El tratamiento con Indo disminuye la capacidad supresora
de CMS en RPT

Siguiendo el estudio del efecto de la Indo sobre las CMS y habiendo observado una
reduccion en la cantidad de esta poblacion en RPT tratados, nos propusimos

estudiar el efecto del tratamiento sobre la capacidad supresora propia de las CMS.

Primero realizamos una reaccion mixta leucocitaria (RML), para evaluar la
capacidad supresora de las células Gr1'CD11b" observadas en bazo de RPT. Este
ensayo es necesario para la identificacion de la poblacion Gr1*CD11b* como CMS,
ya que estos marcadores son compartidos por otras células mieloides en distinto
estado de diferenciacion tales como neutrofilos, los cuales no poseen una capacidad
supresora intrinseca (118). Por lo tanto, para asegurarnos que las células
Gr1*CD11b" presentes en el modelo tumoral LPO7 fueran efectivamente CMS
debimos evaluar su capacidad de suprimir la proliferacion de linfocitos T in vitro (63).
Utilizamos como antigeno estimulador de la proliferacién, esplenocitos de ratones
C57BL/6, generando asi la proliferacion de los linfocitos T respondedores BALBI/c,

por reaccion alogeneica.

Observamos una disminucion en la proliferacion de linfocitos T respondedores
gue se co-cultivaron en presencia de CMS aisladas y purificadas de bazo de RPT
(Figura 4A), evidenciando la funcion supresora de las células Gr1'CD11b" y
pudiendo identificarlas como CMS. En segundo lugar, las CMS aisladas de bazo de
RPT tratados con Indo fueron incapaces de suprimir la proliferacion de linfocitos T
frente al antigeno alogeneico (Figura 4A), indicando que el tratamiento con Indo in

vivo afectd la capacidad supresora de las CMS esplénicas.

En segundo lugar, evaluamos la capacidad supresora de la respuesta anti-
tumoral in vivo. Para ello realizamos un ensayo de transferencia adoptiva, en el que
evaluamos la capacidad de las CMS de promover o disminuir la evolucién tumoral
(119). Ratones portadores de un tumor LPO7 de 3 dias fueron inoculados i.p. con
5x10° CMS esplénicas de RPT y RPT+Indo. Durante 25-30 dias se siguid el
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crecimiento tumoral y se evaludé el efecto de la transferencia adoptiva sobre la

evolucion del tumor.

El crecimiento de los tumores de los ratones que fueron inoculados con CMS
esplénicas provenientes de RPT fue similar al crecimiento de los tumores de los
ratones control. En cambio, las CMS provenientes de RPT+Indo redujeron

significativamente la progresion tumoral (Figura 4B).

Con el fin de descartar que el efecto del tratamiento con Indo sea especifico del
tumor LPO7, realizamos el ensayo de transferencia adoptiva en el modelo animal de
tumor mamario, 4T1. Para ello tratamos RPT 4T1 con la misma dosis de Indo y a
etapas tardias de portacion (18-20 dias), en primer lugar observamos que el
tratamiento con Indo disminuy6 el crecimiento del tumor 4T1 (Figura 5A) y la carga
metastasica (Figura 5B); en segundo lugar extrajimos CMS del bazo de ambos
grupos de ratones y las transferimos a ratones portadores de 4T1. Observamos, al
igual que con el modelo de tumor LPO7, que la transferencia con CMS de
RPT4r1+Indo disminuyo la progresion tumoral de los ratones transferidos (Figura
5C).
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Figura 4. El tratamiento con indometacina disminuye la capacidad supres ora de CMS en RPT. A,

RML. CMS aisladas por sorting de esplenocitos totales de RPT y RPT+Indo (n=6), portando un tumor de
30 dias fueron co-cultivadas con esplenocitos de ratones BALB/c normales (respondedores) y
esplenocitos irradiados de ratones C57BL/6 normales (estimulo alogenéico). Esplenocitos de BALB/c
cultivados en presencia del estimulo alogeneico fueron utilizados como control. RPT vs. Control P< 0,001;
RPT vs RPT+Indo P< 0,001. CPM= Cuentas por minuto. Gréfico de 2 experimentos independientes
promediados. B, Transferencia adoptiva. CMS aisladas por el mismo procedimiento se inocularon i.p. en
ratones portadores de LPO7(n= 8). El volumen tumoral de los ratones transferidos se midié con un calibre
cada 3 dias. RPT vs. RPT+Indo P< 0,001; RPT+Indo vs. Control P< 0,001. Grafico representativo de 2

experimentos independientes con resultados similares.
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Figura 5. A, Crecimiento tumoral 4T1.
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tratados in vivo con Indo 10uM. P< 0,001.
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C, Transferencia adoptiva en el
modelo 4T1. RPT411 VS.
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El efecto de la Indo sobre las CMS depende del
microambiente en el que se diferencian
Indo aumenta la capacidad supresora de CMS normales

Teniendo en cuenta que las CMS participan en patologias inflamatorias para
restablecer la homeostasis del sistema inmunoldgico (120, 63, 121), decidimos
estudiar el efecto del tratamiento con Indo sobre esta poblacion diferenciada en un
ambiente libre de tumor. Para ello, extrajimos células progenitoras de médula ésea
proveniente de ratones normales BALB/c, y las incubamos durante 4 dias en
presencia del factor de GM-CSF, como se describio previamente (122, figura 6A).
Para estudiar el efecto de la Indo sobre la actividad supresora de las CMS,
incluimos en el medio de diferenciacion Indo (10uM y 100uM). Las concentraciones
fueron elegidas en base a los ensayos en vivo, ya que se determiné previamente
gue la concentracion plasmatica de Indo en ratones tratados por el agua de bebida
es de entre 10uM y 20uM (97). Utilizamos, ademdas, como prueba inicial una
concentracion diez veces mayor, sin embargo la descartamos ya que produjo
alrededor de un 40% de muerte celular, lo que, junto con una concentracion

intermedia de 30uM nos permitié establecer la IC50 sobre las CMS (IC50=125uM).

Pasados los 4 dias de diferenciacion in vitro realizamos un ensayo de RML y
evaluamos la capacidad de las CMS normales (CMSpom) Y las CMS normales
tratadas con Indo (CMSom-+indo) de inhibir la proliferacion de linfocitos T in vitro. Si
bien estas células se diferencian en presencia de un factor presente en sitios de
inflamacion como GM-CSF, las llamamos normales para referirnos a las CMS que

se inducen en inflamaciones no tumorales.

Para nuestra sorpresa, el tratamiento con Indo no so6lo no disminuyé la
actividad supresora de las CMS normales, sino que la aumento significativamente
(Figura 6B).
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Indo disminuye la capacidad supresora de CMS tumorales

Con el fin de comparar el efecto del tratamiento con Indo en CMSom Y aquellas
diferenciadas en un microambiente tumoral, incluimos al medio de diferenciacion
tradicional, medio condicionado de LPO7 (concentracién final: 10%), y la
combinacion de medio condicionado (MC) e Indo (Figura 6A). Luego repetimos el
ensayo de RML y observamos que las CMS diferenciadas en presencia de MC
(CMS tumorales, CMSy,) mostraron una capacidad supresora aumentada con

respecto a las CMSyom (Figura 6C).

En segundo lugar, el tratamiento con Indo sobre las CMS tumorales (CMS
tumorales tratadas con Indo, CMSum+indo) inhibio su capacidad supresora, similar a
lo observado para las CMS esplénicas provenientes de ratones tratados con Indo in

vivo (Figura 6D).

Encontramos un aumento del marcador GR1 en CMSym+indo COMparado con

CMSum, este efecto del tratamiento con Indo no se observé en CMS,om (Figura 6E).
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Figura 6 . El efecto de la Indo sobre las CMS depende del microambiente en el

gue se diferencian. A , Esquema de tratamientos utilizados para la diferenciacion

de progenitores de médula 6sea hacia CMS.
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Figura 6 B, CMSpoim 0 CMS ome+indo
(n=9), se co-cultivaron con
esplenocitos de ratones BALB/c en
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antigeno alogeneico (Control vs.
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proliferacion de los Linfocitos T
respondedores se evalué por
incorporacion de timidina tritiada.
Como control se  utilizaron
esplenocitos de BALB/c en
presencia del antigeno alogeneico.
Se muestran graficos promedio de
3 experimentos independientes, de

n=3 cada uno.
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El efecto de Indo sobre las CMS depende del ambiente en el que se diferencian

Para continuar evaluando el efecto de Indo sobre las CMS normales y CMS
tumorales, repetimos el ensayo de transferencia adoptiva con los 4 grupos
experimentales detallados en la figura 6A. La transferencia adoptiva de las
CMSqorm+indo O las CMSym, no tuvo efecto sobre el crecimiento tumoral; sin embargo
la transferencia adoptiva de las CMSum+indo redujo significativamente el tamafio
tumoral, comparado tanto con el control sin transferir (LPO7 s6lo) como con los
grupos transferidos con CMSnom+indo Y CMSum. Los ratones transferidos con
CMSpom tuvieron una progresion tumoral disminuida con respecto a los ratones

transferidos con CMS normales tratadas con Indo (Figura 7A).

La transferencia adoptiva con CMS tumorales tratadas con Indo modula las

poblaciones inflamatorias en los ratones receptores

En el bazo no observamos una disminucion de CMS totales en los ratones
transferidos con CMSum+indo, PEro si un aumento de CMS GR1"" en detrimento de
las CMS GR1" (Figura 7B), similar al observado en CMS esplénicas de ratones
tratados con Indo in vivo. Observamos una disminucion en la proporcion de CMS
GDT de ratones transferidos con CMSum+indo COMparado con los ratones transferidos
con CMSym y con el control sin transferir (Figura 7C). Al mismo tiempo, observamos

un aumento de linfocitos CD8 en ganglios drenantes del tumor (Figura 7D).
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Figura 7: A. CMSporm, CMShome+indo, CMSwum 0 CMSums+indo fueron inyectadas i.p. en
ratones BALB/c portando un tumor LPO7 de 3 dias (CMSnorm VS. CMShoms+indo P <
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VS. CMSum+indo, P < 0,001; CMSym VvS. CMSum+indo P < 0,001). Ratones portadores
de tumor sin transferir fueron utilizados como control. Se muestran promedios de 8
ratones por grupo. Grafico representativo de 2 experimentos independientes con

resultados similares.
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resultados similares.
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Las CMS transferidas migran al bazo, ganglios drenantes y tumor de ratones

receptores

Para estudiar la localizacion de las CMS transferidas, marcamos un grupo con el
colorante citoplasmatico CFDA-SE, el cual emite su fluorescencia en el espectro de
emision del fluorocromo FITC y puede indentificarse por citometria la presencia de
CMS marcadas. Luego de 48 hs post-inoculacién de las CMS a ratones portadores
de LPO7, realizamos la autopsia, separando bazo, GDT y tumor. Repetimos el
ensayo de transferencia adoptiva solo para los grupos CMSum Y CMSum+indo. Las
CMS transferidas se detectaron en bazo, GDT y tumor (Figura 8). Esta observacion
implica que las CMS luego de la inyeccion i.p. migran a ambos érganos linfaticos el
infiltran el tumor. Cuando analizamos mas detenidamente las CMS marcadas que
llegaron al bazo de los ratones transferidos, observamos que el grupo que habia
sido tratado con Indo exhibia un perfil GR1"" (Figura 8A). Esto no se observé en

ganglio ni en el infiltrado tumoral (Figura 8B y C).
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Las CMS normale s y tumorales tratadas con Indo
controlan de manera diferente la evolucion de un desorden

inflamatorio crénico

El conjunto de los resultados anteriores sugieren que la presencia de Indo durante la
diferenciacion de las CMS, en ausencia de un microambiente tumoral, aumenta su
capacidad supresora para ayudar a restablecer la homeostasis del sistema
inmunoldgico. Para verificar esta hipétesis en una patologia inflamatoria no tumoral,
y al mismo tiempo seguir evaluando la habilidad de las CMS de resolver una
situacion de inflamacién patoldgica, utilizamos un modelo de desorden inflamatorio
mediado por linfocitos T que recrea en ratones la esclerosis multiple (123, 124),
llamado encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). En este ensayo podriamos
comprobar simultaneamente, si la Indo podria aumentar la capacidad de las CMS
normales para frenar una respuesta T exacerbada frente a un antigeno estimulador,
y si el tratamiento con Indo en CMS tumorales las transformaria en una poblacién

inflamatoria en detrimento de su funcion regulatoria.

Dado que la EAE es una enfermedad autoinmune dependiente de linfocitos
autorreactivos de tipo Thly Th17 (125, 126), no se desarrolla en ratones BALBI/c, a
causa de que esta cepa de ratones tiene una tendencia a desarrollar respuestas
inflamatorias de tipo Th2. Por lo tanto, utilizamos ratones C57BL/6, los cuales tienen
predisposicion a desarrollar enfermedades autoinmunes dependientes de linfocitos
Thl (127).

Para ello, primero debimos realizar los mismos 4 tratamientos para

diferenciar CMS de médula 6sea provenientes de ratones C57BL/6.

Por lo tanto utilizamos para obtener medio condicionado de tumor con trasfondo

singeneico de C57BL/6, el melanoma B16.

Repetimos el protocolo de diferenciacidén exactamente como lo realizamos
para los progenitores de médula 6sea de ratones BALB/c, reemplazando el MC de
LPO7 por MC de B16.
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Para evaluar el perfil supresor de estas nuevas CMS de C57BL/6, realizamos

un RML previo al experimento de EAE.

Observamos que las CMS de C57BL/6 responden exactamente igual que las
CMS de BALB/c a los 4 tratamientos utilizados (Figura 9A). Por lo tanto pudimos
comparar los resultados de la EAE con los resultados observados para los

experimentos anteriores.

Para desarrollar la EAE, inmunizamos ratones C57BL/6 con el péptido
MOG3s.55 que corresponde a la secuencia de los aminoacidos 35 al 55 de la
glicoproteina de los oligodendrocitos de la mielina. Luego monitoreamos la
progresion y seleccionamos los ratones cuyo score fuera 1, que implica el comienzo
de los sintomas de la EAE. Estos ratones se dividieron en 5 grupos, de los cuales 4
fueron inoculados cada uno con un tratamiento de CMS (CMSorm, CMSnom+indos
CMSum, CMSum+indo) Y Uno fue dejado sin transferir como control de desarrollo

normal de la EAE.

La inoculacién con CMSom+indo Y CMSwum disminuyo la severidad clinica de la
enfermedad (P< 0,05), observamos que los ratones pertenecientes a estos dos
grupos nunca desarrollaron la enfermedad, ya que unos pocos individuos llegaron a
tener un pico de score 2, pero la mayoria se mantuvo entre los scores 0,5y 1,5. Por
el contrario, la inoculacion de CMSym+indo @umenté significativamente los sintomas
patolégicos de la EAE (P< 0,05) y previno la resolucién de la inflamacion
comunmente observada en las fases finales de la enfermedad. Notablemente, la
inoculacion con CMS,om retrasé el comienzo normal de la enfermedad, pero luego,
el grupo alcanzo el pico maximo de score clinico a los 14-15 dias al igual que el

grupo control y, finalmente resolvio la inflamacién (Figura 9B).
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Figura 9: Las CMS normales y tumorales tratadas con Indo controlan de m anera diferente la
evolucion de un desorden inflamatorio crénico. A, RML de CMS de médula 6sea de ratones

C57BL/6. B, Valores clinicos de ratones C57BL/6 con EAE fueron inyectados con CMS
singeneicas después de 10 dias post-inoculacion del péptido MOGssss (n=11). (CMSpom VS.
CMSum+indo P < 0,05, CMShoms+indo VS. CMSum+indo P < 0,05, CMSym vS. CMSum+indo P < 0,05).
Ratones con EAE sin inocular fueron utilizados como control (n=11). Grafico de 2 experimentos

independientes promediados.
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El porcentaje de MDSC en el bazo y ganglios de ratones con EAE se

correlaciona con el desarrollo de la enfermedad

Previamente se describié un aumento de CMS en el bazo y ganglios de ratones con
EAE (47). Por lo tanto decidimos estudiar por citometria el porcentaje de CMS en los
ratones que recibieron los 4 tratamientos distintos de CMS. Los ratones transferidos
con CMSum+indo tumorales tratadas con Indo exhibieron un porcentaje de CMS
esplénicas significativamente menor que aquellos inoculados con CMSym (P< 0,05).
Al mismo tiempo los ratones transferidos con CMSnoms+indo tuvieron mayor porcentaje
de CMS esplénicas que aquellos transferidos con CMSom (Figura 10A). Cuando
evaluamos el porcentaje de CMS en los ganglios inguinales y axilares, encontramos
un perfil muy similar al observado en el bazo, sin embargo las diferencias no fueron
significativas (Figura 10B). Al evaluar la expresion del marcador GR1, observamos
qgue las CMS esplénicas de ratones transferidos con CMSym+indo €xhibieron un perfil
GR1"9" aumentado, comparadas con las CMS de ratones transferidos con CMSym Y

CMSnorm+Ind0.
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Figura 10 A, Porcentaje de CMS esplénicas de ratones con EAE a tiempo final (CMSyn Vs.
CMSum+indo P < 0,05; CMSpom VS. CMSum P < 0,05). B, Porcentaje de CMS en ganglio de
ratones con EAE a tiempo final. Se muestran graficos de puntos de CMS en ganglio sobre el
total de células del ganglio. Graficos de barra muestran promedio de 2 experimentos

independientes. Graficos de puntos, representativos de uno de los 2 experimentos.
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La Indo modifica los mecanismos de supresion utilizados
por las CMS

Teniendo en cuenta que el tratamiento con Indo modificé diferencialmente la
capacidad supresora de CMS normales y CMS tumorales, nos propusimos estudiar
los mecanismos de supresion comunmente utilizados por las CMS que pudieron
haber sido modulados por el tratamiento con Indo. En primer lugar evaluamos la
expresion del factor de transcripcion C/EBPP, que fue identificado como un
regulador clave del ambiente tolerogénico e inmunosupresor inducido por el tumor
(122).

Analizamos por western blot la expresion de C/EBPf y encontramos una
correlacion entre los niveles de este factor de transcripcion y la capacidad supresora
de las CMS. Siendo las CMSum Y CMSnom+indo @quellas con mayores niveles de
C/EBP y CMSum+indo la menor expresion (Figura 11A).

En segundo lugar analizamos la actividad arginasa de los 4 tratamientos de

CMS provenientes de médula 6sea de ratones BALB/c. Encontramos que las CMS
tumorales tienen una actividad arginasa aumentada comparada con las CMS
normales y que el tratamiento con Indo disminuye significativamente la actividad
arginasa en CMS tumorales pero no en las CMS normales (Figura 11B).
Luego evaluamos la produccion de Oxido nitrico (ON) y encontramos que el
tratamiento con Indo disminuyd la produccion de ON en CMS tumorales (P < 0,01);
por el contrario, el tratamiento con Indo aumentd la produccion de ON en CMS
normales (P< 0,05) (Figura 11C).

Analizando la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS),
encontramos que las CMSuym Y 1as CMSnom+indo Produjeron mayores niveles de
EROs, con respecto a las CMS;orm Y CMSuum+indo (P< 0,05) (Figura 11D).

Por ultimo realizamos por PCR en tiempo real un arreglo de genes
relacionados con la inmunosupresion y la inflamacién, utilizando como muestra el
ARN de las CMSym Y las CMSum+indo. Observamos un aumento modesto en ciertos
genes que podrian relacionarse con un perfil pro-inflamatorio en CMSim+indo CON
respecto a las CMSym,. Al mismo tiempo que ciertos genes relacionados con la
tolerancia e inmunoregulacion disminuyeron levemente sus niveles de expresion
(Figura 12 Ay B).
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CMS. A, Western Blott de C/EBPB en CMSpom, CMShnom+indos, CMSum ¥ CMSumeindo, S€
muestra imagen de un ensayo representativo. Histograma de densidades épticas contiene
datos de dos ensayos independientes promediados. (CMS;om VS CMShom+indo P< 0,05;
CMSym Vs CMSym+indo P< 0,01) B, Actividad arginasa de CMS;orm, CMS om+indos CMSum Y
CMSm+indo. (CMSym VS CMSpom Y CMSum VS. CMSum+indo. P< 0,001), grafico representativo

de 2 experimentos independientes con resultados similares.
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DISCUSION




Durante el proceso de carcinogénesis se producen mutaciones genéticas que
favorecen el establecimiento de un microambiente inflamatorio (128, 129, 130). Por
otro lado, numerosos estudios demostraron la capacidad pro-tumoral de mediadores
inflamatorios durante las distintas fases de la progresién tumoral maligna (131- 134),
ya que la continua liberacion de moléculas inflamatorias puede afectar la progresion
tumoral aumentando la proliferacion celular y su resistencia a la apoptosis,
promoviendo la angiogénesis y la remodelacién del estroma e inhibiendo una
respuesta inmunolégica anti-tumoral eficiente (135). ElI escape tumoral es una
consecuencia de la interaccion entre el sistema inmunolégico y las células malignas,
y ha sido reconocido como una de las caracteristicas fundamentales que facilitan la

progresion tumoral (21).

La auto-regulacién del sistema inmunoldgico frente a una injuria (trauma,
infeccidn, trasplantes, etc.) es indispensable para recuperar la homeostasis y evitar
la exacerbacion de la respuesta inmunolégica y el consecuente dafio de los
diferentes tejidos. El papel de las CMS en este proceso ha sido documentado en
numerosos trabajos (136 -140); al mismo tiempo, los antiinflamatorios no esteroides
constituyen un abordaje terapéutico eficiente para el tratamiento de enfermedades

que implican la desregulacién del sistema inmunoldgico.

Dada la importancia de las CMS para regular tanto la progresion tumoral
como para controlar el desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas, nos
centramos en el estudio de la respuesta de las CMS a un antiinflamatorio no
esteroide como la Indo y en patrticular la influencia del microambiente en el que se
diferencian. Por lo tanto, para estudiar los mecanismos involucrados en el efecto de
la Indo sobre la actividad de las CMS, utilizamos un modelo experimental de
cancer murino como el tumor de pulméon LPO7 y un modelo de enfermedad

inflamatoria crénica como la encefalomielitis (EAE).
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Tumor LPO7

Se estudiaron las CMS infiltrantes del tumor, del bazo y GDT en diferentes etapas
de la progresion de la enfermedad (temprana, media y avanzada, 10, 20 y 30 dias
respectivamente). Observamos un aumento significativo de las CMS en el estadio
avanzado tanto en bazo como en GDT comparado con el bazo normal y los
ganglios contralaterales como con etapas tempranas. Esta acumulacion de la
poblacién mieloide supresora durante la progresion tumoral ha sido descripta en
otros modelos experimentales (141-144) y en pacientes con cancer en etapa
metastasica (41, 62, 145). EIl mayor volumen tumoral correlacion6 en forma directa
con un aumento de CMS infiltrantes del tumor, sin embargo el porcentaje de esta
poblaciobn con respecto a otras células del infiltrado celular no aumento
significativamente, implicando que el tumor LPO7 recluta diferentes poblaciones

celulares a medida que progresa.

La administracion por via oral de un AINE como la Indo durante todo el
desarrollo del tumor, redujo la acumulacion de CMS en bazo, GDT y tumor asi como
produjo un aumento de linfocitos CD8+ y una disminucion de Treg en los GDT.
Estos resultados sugieren que en el portador de tumor LPO07, la administracion
prolongada de Indo regula diversas poblaciones celulares involucradas con el
estado de inmunosupresion y la respuesta citotdéxica efectora, lo cual apoya
evidencias previamente publicadas sobre el efecto modulador de otros AINEs en la
acumulacion (146, 147, 99) y actividad (148, 149) de las CMS.

Es interesante remarcar tanto la acumulacion de CMS como el efecto de la
Indo sobre las poblaciones celulares en los GDT ya que es el lugar donde se
produce el contacto entre la APC y el linfocito T. EI aumento de las CMS en este
organo linfatico tendria influencia directa sobre la activacion y proliferacion de los
linfocitos T con actividad antitumoral y el aumento de CMS en el tumor también
afectaria la eliminacién de las células tumorales. Al mismo tiempo, la disminucion de
CMS ocasionada por el tratamiento con Indo probablemente permitié el aumento de
linfoctos T CD8 y la disminucién de Treg en los GDT. Generando un ambiente

proclive a la produccion de una respuesta anti-tumoral eficiente.
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Uno de los mecanismos por los cuales las CMS ejercen inmunosupresion es
a través de la actividad de la enzima arginasa (50, 51, 52); en nuestro modelo
observamos un aumento significativo en la actividad arginasa en el bazo y en tumor
de RPT avanzado. El aumento de esta actividad enzimatica se podria asociar a la
acumulacion de CMS detectada en los mismos tejidos. La Indo revirtio el aumento
de la actividad arginasa en el bazo y tumor, asociado posiblemente a una menor
acumulacion de las CMS, ya que en ambos tejidos observamos un descenso de

CMS luego del tratamiento con Indo.

La HR especifica se estudi6 a lo largo del crecimiento tumoral. Mientras que
en las etapas temprana y media la HR fue positiva, se negativizé en la etapa
avanzada. Estos resultados demuestran que a pesar de que el tumor LPO7 es
antigénico, a medida que progresa, induce la acumulacién de CMS en bazo y GDT,
y genera un ambiente inmunosupresor sistémico (150) llevando a la pérdida de la
capacidad de elaborar respuestas inflamatorias de tipo Thl, como es la respuesta
de HR. Ademéas, se ha demostrado que las CMS pueden generar una
inmunosupresion sistémica especifica contra el antigeno tumoral (151, 39) y dado
gue previamente demostramos que el tumor LPO7 tiene la capacidad de producir
factores inflamatorios tales como IL-6 IL-1, GM-CSF y PGE;, conocidos por reclutar
CMS vy favorecer el escape tumoral, los datos obtenidos en la presente tesis

concuerdan con lo observado en los trabajos anteriores (100, 101).

En los animales tratados con Indo, la respuesta de HR fue positiva durante
todas las etapas del tumor. Este hecho se asocié con la diminucion de CMS en
bazo, GDT y tumor, y una disminucion de Treg, al mismo tiempo que un aumento de
linfocitos T CD8 en GDT. Estas observaciones sugieren que el uso de la Indo,
ayudaria a prevenir la inmunosupresion asociada al tumor LPO7 y permitiria una

respuesta antitumoral eficiente.

Es importante destacar que la dosis de Indo utilizada en los experimentos in
Vivo es una dosis sub-letal y por debajo de la IC50, determinada previamente (107).
Esto significa que el efecto antitumoral que se observa no se debe a la actividad
citotoxica sobre las células LP07, ya que la IC50 es de 60 uM y con una dosis aun
mayor a la utilizada (25uM) no se observa una disminucion en la viabilidad celular in
vitro (107).
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Actividad de las CMS

Si bien se ha descrito la capacidad de la Indo de restablecer la funcion anti-tumoral
de macréfagos en un modelo de carcinoma mamario (98), hasta el presente no ha
habido evidencias de su efecto sobre la poblacion mieloide supresora. Por lo tanto,
en esta tesis reportamos por primera vez, un efecto de la Indo sobre la
funcionalidad de las CMS. Las CMS de RPT avanzado mostraron actividad
supresora de la respuesta linfocitaria medida en un ensayo de RML que fue inhibida
por la administracion de Indo. Por lo tanto la administracion de Indo no sélo
disminuyo el porcentaje de CMS esplénicas sino que ademas redujo la capacidad

supresora de las mismas.

La transferencia adoptiva de CMS CD11b*Gr1" purificadas del bazo de RPT
a ratones inoculados con LPQO7 no afect6 el crecimiento del tumor. Postulamos que
esta ausencia de efecto se deberia a que las células transferidas son similares a las
que el tumor induce durante su crecimiento. Sin embargo, en aquellos ratones
transferidos con el mismo niumero de CMS de RPT+ Indo, el crecimiento tumoral fue
significativamente menor. Estos resultados se correlacionan con el efecto observado
de la Indo sobre la actividad supresora de las CMS en el ensayo de RML y sobre la
respuesta de HR, ya que la administracion de Indo redujo la capacidad supresora de
las CMS sobre la proliferacion de linfocitos T y ademas previno la inmunosupresion
especifica observada en la HR durante la etapa avanzada de portacién. Por otro
lado, este resultado implica que las CMS provenientes de RPT+Indo tienen un perfil

diferente de las CMS de RPT, que se mantuvo durante todo el experimento.

Con el objetivo de estudiar si el efecto observado de la Indo sobre las CMS
se producia también en un tumor no relacionado al LP07, analizamos el tumor de
mama murino 4T1. La administracion de la misma dosis de Indo en el agua de
beber, redujo significativamente el crecimiento tumoral y la diseminacion
metastasica. En el ensayo de transferencia adoptiva con las CMS obtenidas de bazo
de RPT411 Yy RPT411+ Indo observamos que la transferencia de CMS de RPT4r1+Indo
a ratones inoculados previamente con 4T1, redujo el crecimiento tumoral, y las CMS
de RPT4r1 no mostraron efecto sobre la progresién del tumor, al igual que lo
observado con el tumor LPO7. Con estos resultados pudimos concluir que el efecto

observado de la Indo, tanto a nivel antitumoral, como sobre la actividad de las CMS
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esplénicas no es exclusivo del tumor LP07, sino que podria aplicarse a tumores de

distinta localizacion.

Las CMS que infiltran el tumor de RPT fueron ensayadas en una reaccion
mixta leucocitaria y, notablemente, no exhibieron capacidad supresora in vitro. Esta
observaciéon ha sido previamente reportada por otros grupos de trabajo (120, 151),
en los que se plantea la pregunta de cudl podria ser el rol de las CMS
intratumorales, ya que la capacidad de suprimir a los linfocitos T antitumorales
podria no ser su accion principal en el sitio del tumor. Gabrilovich y col. describieron
a las CMS intratumorales como una fuente de macréfagos asociados a tumor

(TAM), introduciendo otro posible rol de las CMS en la progresion tumoral (39).

Efecto de la Indo sobre CMS ‘“inflamatorias” y CMS

“tumorales”

Estudiamos el efecto de la Indo sobre CMS de drganos linfaticos periféricos
provenientes de RPT y, posteriormente, nos interesé analizar en detalle el efecto de
la Indo sobre la diferenciaciéon de células progenitoras hacia CMS, para lo que
utilizamos un modelo in vitro que nos permitiera controlar las condiciones del
proceso de diferenciacion. La Indo se utiliza actualmente para controlar patologias
inflamatorias crénicas y agudas (152, 153), simultdneamente, la induccion de las
CMS en enfermedades inflamatorias ha sido descripta por numerosos grupos
internacionales (63, 120, 121). Nosotros estudiamos el efecto de la Indo sobre la
actividad de CMS diferenciadas en un ambiente inflamatorio no tumoral. Para ello
obtuvimos m.o. de animales normales y las diferenciamos con GM-CSF (CMS;orm) 0
con GM-CSF + Indo (CMSnom+indo). Al determinar su actividad en un ensayo de
RML, encontramos, sorprendentemente, una mayor actividad supresora de las
CMSorm+indo COmparada con las CMS,om. Esto significa que las CMS normales
respondieron en forma contraria a las CMS de RPT frente al tratamiento con Indo;
por esta razon decidimos incluir MC de células LP07, caracterizado por la presencia
de GM-CSF, IL-6, IL-1p y altas concentracibn de PGE2 (101, 107), que

“mimetizaria” el microambiente tumoral soluble en el medio de diferenciaciéon. En
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primer lugar observamos que el MC aument6é la capacidad supresora de las
CMSorm Y por otro lado que, en estas nuevas condiciones (CMSym) la Indo inhibio

la capacidad supresora de las CMS (CMSym+indo)-

Confirmando estas observaciones, la transferencia adoptiva de CMSm+indo
resulté tener el mismo efecto inhibitorio del crecimiento tumoral que se describio
para las CMS esplénicas de RPT + Indo, al mismo tiempo que la transferencia de
CMSiorm+indo Y CMSum no tuvo efecto sobre el desarrollo del tumor. Estos resultados
indican que factores liberados por el tumor no sélo aumentarian la actividad
supresora de las CMS,om, Sino que modularian la respuesta de estas células a la

Indo.

Analizando los resultados obtenidos de la transferencia adoptiva de CMS a
ratones con EAE, observamos que los grupos de CMS que no modificaban
significativamente el crecimiento tumoral en el ensayo de transferencia adoptiva a
RPT (CMSyorm+indo Y CMSwm) inhibian el desarrollo de la EAE. Mientras que el grupo
de CMSum+indo, que habia sido capaz de inhibir el desarrollo tumoral en RPT,
exacerbd los sintomas de la EAE y evitd su resolucion. Estas observaciones se
correlacionan con los datos obtenidos en el ensayo de supresién in vitro, RML. En
un trabajo publicado recientemente se documenta el papel pro-inflamatorio de las
CMS en la EAE (154). Estas células favorecen la diferenciacion de linfocitos T naive
hacia linfocitos Thl7, en presencia de las citoquinas necesarias para dicha
polarizacion (como IL-6, TGF-B), agravando la inflamacién y promoviendo el dafio
tisular. En este sentido, la deplecién de las CMS con gemcitabina, produjo una
mejora de los sintomas de la EAE. Este trabajo demuestra que las CMS tienen la
capacidad de exacerbar una inflamacién de tipo autoinmune, como sucedi6 con las
CMSum-+indo-

El grupo de CMS;om, No disminuyo significativamente el crecimiento tumoral
en RPT comparado con el control sin transferir, sin embargo cuando fue comparado
con los grupos de CMSym Y CMShom+indo, Si S€ Observo una diferencia significativa
en sus efectos. Asimismo, su transferencia a ratones con EAE retraso el comienzo
de la enfermedad, pero no fue capaz de evitar su desarrollo, alcanzando valores de
score similares al grupo control. Estos resultados, sumados al hecho de que en el
ensayo de RML, su capacidad supresora fue menor que las CMS tratadas con Indo

0 en presencia de un microambiente tumoral, sugieren que las CMSom tienen una
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capacidad limitada de suprimir una respuesta inflamatoria, y quizds aun sean
capaces de estimularla (ya que se observé un menor crecimiento tumoral en RPT

transferidos).

Uniendo estas observaciones, podemos pensar que el microambiente tumoral
aumenta la capacidad supresora de las CMS,,m que podrian estar siendo
reclutadas al sitio del tumor, para favorecer asi el escape tumoral. En cuanto al
tratamiento con Indo sobre las CMSpom, imitando lo que sucederia con la
administracion de un AINE frente un desorden inflamatorio, aumentaria su
capacidad supresora como mecanismo posible para controlar la inflamacion. Sin
embargo, la combinacion de Indo con un microambiente tumoral no sélo pareceria
disminuir la capacidad supresora de las CMS, sino que podria modularlas hacia un
perfil con caracteristicas pro-inflamatorias, mas que regulatorias. En este sentido, el
efecto de la Indo es deseable, ya que su posible uso antitumoral podria deberse a la

modulacién de esta poblacion supresora durante la progresion del tumor.

En los Ultimos afios se publicaron dos articulos muy interesantes que
analizan el efecto de factores inflamatorios tales como IL-6 (122) e IL-1f (155) sobre
la capacidad supresora y pro-tumoral de las CMS. El trabajo del Dr. V. Bronte,
describe que el agregado de IL-6 al medio de diferenciacién tradicional de CMS que
s6lo contiene GM-CSF, aumenta significativamente su capacidad supresora.
Mientras que el articulo del grupo de la Dra. S. Ostrand-Rosemberg describe que la
IL-18 producida por el tumor aumenta la capacidad pro-tumoral de las CMS,
observando una inhibicion del crecimiento del tumor 4T1 en ratones knock out para
el receptor de IL-1B. En nuestro trabajo observamos que el medio condicionado del
tumor LPQ7, que se caracteriza por contener una serie de factores inflamatorios,
aumenta la capacidad supresora y pro-tumoral de las CMS normales, apoyando la
evidencia previa. Sin embargo la sola presencia de factores inflamatorios no explica
los resultados, ya que todos ellos estan presentes en procesos inflamatorios no
tumorales, probablemente la diferencia radique en la conjuncion de factores
inflamatorios y otros factores solubles derivados del tumor. En el afio 2012, se
publicé un trabajo que demuestra la activacion de NF-KB en células dendriticas por
parte de micro ARNs presentes en exosomas producidos por las células tumorales
(156). A través de la sefalizacion de los receptores tipo Toll (TLR7 en ratones y

TLR8 en humanos), estos miARNs activarian la via de NF-KB y la consecuente
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1

produccion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-a. por parte de las células
dendriticas. Este trabajo provee evidencia de otro posible factor producido por el
tumor que podria estar modificando el perfil de las CMS.
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Expresion del marcador GR1 y m ecanismos de

inmunosupresion

Trabajos previos reportaron una relacion inversa entre la expresion del marcador
GR1 y la capacidad supresora de las CMS, es decir que las CMS llamadas
GR1""CD11b* podrian ser menos supresoras que las GR1°"CD11b" (150, 157,
158). Nuestros resultados parecerian apoyar esta informacion previamente

publicada.

El tratamiento con Indo a RPT modificé la poblaciéon de CMS esplénicas hacia
un perfil GR1"". En segundo lugar, al analizar los bazos de los RPT transferidos,
observamos que las CMS esplénicas de aquellos tratados con CMSym+indo, también
presentaban una mayor expresion del marcador GR1. Al analizar mas
detalladamente la composicion de las CMSum+indo transferidas, observamos un
aumento de la expresién de GR1 con respecto a las CMSynm ,previo a la inoculacion
y que se mantuvo al menos hasta 48 hs después, hecho que pudimos determinar

por la marcacion con CFDA-SE.

Por ultimo, analizando los bazos de los ratones con EAE que habian sido
transferidos con CMSym+indo, €ncontramos el mismo perfil de expresion del marcador
GR1.

Resumiendo, en RPT, ya sea tratados in vivo con Indo o transferidos con
CMSums+indo, €l aumento de GR1 en las CMS esplénicas de estos ratones pareceria
correlacionarse con una inhibicion en la progresion tumoral. En cuanto a las CMS
espléenicas de RPT + Indo o las CMSym+indo €n si, el aumento de GR1 podria
asociarse a su menor capacidad supresora in vitro (RML) y a su efecto inhibitorio
sobre la progresion tumoral in vivo (transferencia adoptiva a RPT). Contrariamente,
en ratones con EAE, transferidos con CMSum+indo , €l perfil GR1"™" de las CMS
esplénicas se asocié con una exacerbacion de los sintomas de la enfermedad. Este
efecto sugiere que el aumento de la expresion de GR1 en CMS podria asociarse a

un perfil pro-inflamatorio y anti-tumoral.

92



Para confirmar esta hipotesis analizamos los mecanismos de supresion

estudiados:

El factor de transcripcion C/EBPB es indispensable para la granulopoyesis de
emergencia (en contrario a la granulopoyesis basal, cuyo factor de transcripcion
regulador es el C/EBPa), en respuesta a un aumento de citoquinas pro-inflamatorias
o infecciones (159), y ha sido demostrado su rol en la actividad supresora tanto de
CMS de médula 6sea de ratones normales como de CMS tumorales (122). Marigo y
col. demostraron que la ausencia de C/EBPJ disminuye la expresion de los genes
de laiNOS y la ARG1 en CMS tumorales. Nuestros resultados sugieren una relacion
directa entre la expresién de C/EBP y la actividad arginasa, la produccion de ON y
EROs en CMSym Yya que encontramos que el tratamiento con Indo sobre las
CMSym, disminuy6 la produccion de C/EBPB, EROs, ON y la actividad arginasa.
Notablemente, la Indo, ademas, aumento la expresion de GR1 en CMS tumorales,
que junto con la disminucién de los mecanismos de supresion, pareceria explicar el
comportamiento de estas CMSum+indo €n l0s ensayos de RML, transferencia
adoptiva a RPT y a ratones con EAE, confirmando la modulacion hacia un perfil pro-
inflamatorio y anti-tumoral. Contrariamente, la Indo aumenté la expresion de C/EBP
en CMS,om asi como la produccion de EROs y ON, pero no modifico la actividad
arginasa. Este hecho, se correlaciona con el aumento de la capacidad supresora in
vitro y el aumento del potencial para inhibir el desarrollo de la EAE, provocado por el
tratamiento con Indo a CMSyom. La razén por la que no encontramos diferencias
entre el perfil GR1"" de las CMSpom comparado con las CMSom+ingo, @Un siendo
éstas ultimas mas supresoras que las primeras, podria radicar en que las CMSom
tienen tanto capacidad supresora in vitro, como cierta capacidad regulatoria de la
inflamacion, observada en el ensayo de EAE. Por lo tanto no podria decirse que su
perfil es pro-inflamatorio o completamente anti-tumoral, como observamos en el

comportamiento de las CMSum«indo, las cuales si exhibieron un perfil GR1"®",

Asimismo, se demostré6 previamente que la expresion de C/EBPB fue
aumentada CMS de m.o. de ratones normales en respuesta a IL-6 (122), lo que
podria explicar los mayores niveles de C/EBPB en CMSym con respecto a las
CMSnom, Ya que el MC de LPQ7 contiene IL-6.

En cuanto a la expresion de genes cuyos productos participan en procesos

de inmunosupresién e inflamacion, no encontramos grandes diferencias en los
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perfiles de expresion de CMSwum Y CMSum+indo. ESto podria deberse a que la Indo
probablemente no actie mayormente modificando la expresién génica, sino la
actividad de las proteinas. Sin embargo, nosotros encontramos un aumento de
ciertos genes relacionados con la inflamacién como la IL-31, una citoquina pro-
inflamatoria del perfil Th2, cuyo receptor se encuentra en monocitos activados. La
expresion de Tbet, factor de transcripcion responsable de la polarizacion a Thi,
también se vio aumentada en CMSym+indo- T-bet se induce rapidamente luego de la
activacion del TCR y permite la reprogramacion de la expresiéon de citoquinas como
IFN-y; ademas, encontramos aumentada la expresion de Eomesodermina (Eomes),
el cual es responsable del mantenimientos de la expresion de IFN-y, luego de la
reprogramacion del linfocito T (160, 161). Se ha descubierto que Tbet aumenta su
expresion en células de origen mieloide como macrofagos o células dendriticas en
respuesta a IFN-y, y que éste podria ser un mecanismo por el cual las células de la
respuesta innata ayudarian a la diferenciacién de linfocitos T CD4 naive hacia Thl
(162), ademas, en células dendriticas se describio la importancia de T-bet para la
correcta activacion de los linfocitos T(163) y en neutréfilos GR1™" |a produccién de
IFN-y se asocio con una estimulacion del sistema inmunolégico frente a la infeccion
con bacterias pulmonares (164). Por otro lado, observamos el aumento de otras
citoquinas pro-inflamatorias de tipo Th2 como IL-4 e IL-5 y el receptor de TNF-c.
Dentro de los genes cuya expresion fue menor en CMSym+indo, €NCONtramos a
JAK3/STATG6, cascada que junto con JAK1/STAT6 activa genes de inmunosupresion
como ARG, INOS y TGF-f en CMS y STAT3, conocido por favorecer la
acumulacion de CMS e impedir su maduracion (39). Por otro lado encontramos
disminuida la expresion de dos factores de transcripcién relacionados con la
tolerancia periférica como casitas b linfoma b (Cbl-b) y Early growth response 3
(Eg3), el cual activa a Cbl-b (165); si bien ambos fueron descriptos en linfocitos T,
pueden expresarse en células de origen mieloide como macrofagos (166) o células
tumorales que desarrollan la leucemia mieloide (167), pudiendo favorecer la
progresion tumoral del cancer de mama a causa de la inhibicién del rol antitumoral
de TGF-B.
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DISCUSION

Creemos que estos resultados, sugieren que la Indo puede tener vias de
accion alternativas a la conocida inhibicién de la enzima COX-2. Postulamos esta
posibilidad basados ademas en el efecto sinérgico de la inhibicion del crecimiento
tumoral de ratones inyectados con LPO07 silenciadas para COX-2 y tratados in vivo

7°€0%2 axhibieron un

con Indo. Ya que si bien los ratones portadores del tumor LPO
crecimiento menor del tumor, comparado con los controles, la combinacién del
tratamiento in vivo con Indo inhibié adin mas la progresiéon tumoral. Tanto en el tumor
como en las CMS la expresion de COX-1 se encuentra casi ausente (107), por lo
tanto creemos que es poco probable que el mecanismo de accion observado se
deba a la no selectividad de la Indo sobre COX-1 y 2. Ademas numerosas
publicaciones han revelado la independencia de COX-2 de los AINEs para ejercer
algunas de sus funciones (168, 169). Sin embargo, para corroborarlo, es necesario
repetir los ensayos en ratones Knock out para esta enzima, ya que es la Unica forma
de obtener un sistema inmunolégico que no exprese COX-2 y evaluar cual seria el

efecto en las CMS de los ratones Knock out.
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Hipotesis para aplicaciones en te rapias antitumorales

A pesar de los continuos esfuerzos para desarrollar una vacuna anti-tumoral con
células dendriticas, la frustracion surge del hecho de que el ambiente tumoral
modifica a las células dendriticas activadas hacia un perfil regulatorio (150).
Dirigidas por factores solubles presentes en el microambiente tumoral (IL-10, VEGF,
Gal-1) y poblaciones celulares infiltrantes como linfocitos Treg y CMS, las células
dendriticas producen IL-27, e IDO y sobreexpresan STAT3 y SOCS1 (124). Esta
reprogramacion guiada por el tumor favorece la perpetuacién de la inmunosupresion

y finalmente, del escape tumoral.

Por otro lado, diversos estudios de vacunas antitumorales en ratones y
pacientes demuestran que su efectividad depende en gran parte de la inhibicion de
las CMS (53, 170). En este trabajo presentamos evidencia de una modulacion
farmacoldgica de las CMS, que podria ser beneficial para los tratamientos con
vacunas anti-tumorales. Dado que las CMS se encuentran en el microambiente
tumoral e impiden la correcta erradicacion del tumor, la capacidad de modificar a
esta poblacion hacia un perfil inflamatorio que favorezca la presentacion antigénica
podria ser un estimulo importante en la utilizacion de vacunas con células
dendriticas, como un adyuvante. Sin embargo, destacamos que en este trabajo
revelamos que la progresién tumoral puede ser impedida por CMS tumorales
tratadas con Indo, sin el agregado de otras células presentadoras de antigeno. Las
CMS tumorales tratadas con Indo no necesitan ser estimuladas con antigenos
tumorales para ejercer su funcién anti-tumoral, lo que podria ser un beneficio frente
a la vacunacion con células dendriticas, ya que significa que no es necesario
conocer el fenotipo de HLA de los pacientes, problema que si se presenta
frecuentemente en la mayoria de los protocolos de vacunacion con células
dendriticas (171).

Otra razon por la que suelen fallar las vacunas con células dendriticas es la
incapacidad de los linfocitos T CD8 de matar células tumorales luego de la
presentacion antigénica, a causa del ambiente inmunosupresor generado por el
tumor (172). En el ensayo de transferencia adoptiva utilizando CMSum+indos

encontramos que la inhibicibn en la progresion tumoral se acompafiaba de un
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aumento de linfocitos T CD8 en los GDT y en el sitio del tumor, asi como de una
disminucién de CMS en el ganglio y un aumento de CMS GR1"" en bazo. Estos
resultados describen un ambiente propenso a la presentacién antigénica y la

inhibicion del crecimiento del tumor.

Neutralizar la poblacibn de CMS puede mejorar los efectos de las
inmunoterapias anti-tumorales y ciertamente los tratamientos con gemcitabina y
sunitinib han mostrado resultados prometedores (173, 174, 175). Sin embargo,
nosotros demostramos que no es necesario eliminar la poblacién CMS, si no que
podria ser beneficioso usarla a favor de la terapia antitumoral, modulando su perfil

inflamatorio.

Si bien los macréfagos asociados a tumor (TAM) suelen relacionarse con un
efecto pro-tumoral, existe una linea de trabajo que estudia la modulacién de estos
macrofagos, como herramienta para impedir la progresion tumoral (176, 177, 178).
La razon de esta idea radica en la capacidad de los leucocitos de infiltrar el tumor vy,
con el microambiente adecuado, transformarse en una potente herramienta para
destruirlo, a causa de un cambio de perfil de los macréfagos de M2 a M1. Hemos
visto que las CMS también pueden ser moduladas e, interesantemente, el efecto del
tratamiento con Indo ya sea in vivo o in vitro sobre el perfil de las CMS es
irreversible tanto en ambientes tumorales (transferencia adoptiva) e inflamatorios no
tumorales (EAE).

El hecho de que las CMS tumorales puedan ser distintas de aquellas
originadas durante otras patologias inflamatorias cronicas o agudas, aun esta en
discusion (120); sin embargo estan apareciendo trabajos que describen
comportamientos diferentes de CMS tumorales y CMS inflamatorias en cuanto a su
capacidad de inhibir la proliferacion de linfocitos T (179).

En esta tesis mostramos por primera vez evidencia experimental de la
diferencia entre el perfil de las CMS tumorales y de aquellas que se expanden
durante otros desordenes inflamatorios. Nosotros encontramos que responden de
manera completamente diferente frente al tratamiento con el mismo agente
antiinflamatorio, Indo. Evidencias previas del efecto dual de un AINE como el
celecoxib, muestran como el tratamiento con este agente en pacientes modifica en
las células tumorales genes cuyos productos participan de mecanismos

inflamatorios y de transformacion maligna, pero no en las células normales
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adyacentes (180), demostrando que un AINE puede tener efectos duales sobre
diferentes tipos celulares.

Los resultados que se desprenden de esta tesis muestran como la misma
poblacién celular parece tener la habilidad de adoptar funciones inmunosupresoras
o0 inmuno-estimuladoras dependiendo de la presencia de un microambiente
inflamatorio o tumoral, y esto sucede a pesar de su posible origen comun en la

médula 6sea.

Este hecho pone en evidencia la importancia que posee el microambiente en
el que se diferencian las poblaciones celulares, ya que el mismo puede determinar
el perfil dicha poblacién celular y, por lo tanto, el resultado de un tratamiento
farmacoldgico. Haciendo hincapié en el cuidado que se debe tener a la hora de

elegir condiciones de cultivo determinadas para realizar experimentos funcionales.
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Estudios emergentes han destacado el uso de las AINEs no sélo para el tratamiento
de desoérdenes inflamatorios cronicos y agudos, sino como una posible terapia anti-
tumoral (80, 181, 182). Sin embargo los mecanismos subyacentes a este efecto dual
encontrado en el tratamiento con AINE aun son desconocidos. En esta tesis
proveemos evidencia que apoya el uso de AINEs en cancer y en enfermedades
inflamatorias crénicas. Las Células Mieloides Supresoras fueron descubiertas tanto
en cancer como en enfermedades inflamatorias. Mientras que en el estudio de las
terapias anti-tumorales, el objetivo es erradicar esta poblacién para potenciar la
respuesta inmunoldgica anti-tumoral y contrarrestar las estrategias de escape
tumoral; en autoinmunidad, en sepsis o traumas las CMS pueden ser utilizadas
como una herramienta terapéutica para frenar la respuesta inflamatoria exacerbada.
En la presente tesis encontramos un efecto dual de indometacina sobre las CMS,
gue depende del microambiente en el que esta poblacion se diferencia y de la
condicion patolégica que se esta tratando. Mientras que la capacidad de la
indometacina de tratar respuestas inflamatorias cronicas podria residir en la
habilidad de este agente de aumentar la actividad regulatoria de las CMS normales;
su efecto anti-tumoral durante la progresion tumoral podria ser explicado, al menos
en parte, a través de su rol inhibitorio sobre la capacidad supresora de las CMS
tumorales. Estos resultados proveen nuevas evidencias del mecanismo de accién
de la indometacina tanto como regulador de la inflamacion y como inhibidor del

desarrollo tumoral (C-1).
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Figura C-1. Indometacina como regulador de la inflamacion y supresor del desarrollo
tumoral. INFLAMACION: Las CMS se acumulan frente a un antigeno (Ag) inflamatorio,
junto con otras células de origen mieloide en distintos estados de maduracién (neutréfilos,
macroéfagos, células dendriticas). Frente a los estimulos inflamatorios, las CMS producen
ON, EROs y activan el metabolismo de la enzima Arginasa (Arg) para regular la
proliferacion de linfocitos T reactivos. INFLAMACION+INDO: Indo aumenta en CMS
normales la expresiéon de CEBP/B, la produccion de ON y EROs, esto aumenta la capacidad
supresora sobre la proliferacion de linfocitos T reactivos y favorece la resolucién de la
inflamacién. TUMOR: Los mediadores inflamatorios producidos por el tumor (GM-CSF, IL-
1B, IL-6, PGE,) inducen la acumulacion de CMS con una alta expresién de CEBP/p, y alta
produccién de ON y EROs, asi como alta actividad arginasa. Al mismo tiempo los mismos
factores, generan células dendriticas regulatorias, Treg, y neutréfilos y macréfagos
asociados a tumores. Este ambiente inhibe a los linfocitos T responsables de la respuesta
anti-tumoral. TUMOR+INDO: Indo aumenta en CMS tumorales la expresion del marcador

GR1, disminuye la expresién de CEBP/p , la expresion de ON y EROs y la actividad
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arginasa. Este cambio en el perfil de las CMS tumorales permite una correcta respuesta

inmunoldgica anti-tumoral e impide la progresion del tumor.
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