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|.  ABREVIATURAS UTILIZADAS.

1. Alum. Hidréxido de aluminio en gel

2. CBA's. Cytometric Bead Array Flex sets. Citometria de flujo.

3. ELISA. Enzyme-Linked ImmunoSorbent  Assay, '‘Ensayo por
Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas')

4. H/E. Hematoxilina y eosina

5. IHQ. Inmunohistoquimica.

6. i.d. Intradérmica

7. i.t. Intratraqueal

8. MAPK. Mitogen-activated protein kinases. Proteinas quinasas activadas
por mitbgenos

9. OVA. Ovoalbumina

10.PBS. Amortiguador salino de fosfatos

11.PCNA. Antigeno nuclear de células en proliferacién

12.s.c. Subcutanea.

13.SNC. Suero normal de cerdo

14.SS. Solucion salina isotonica

15.TGF-B. Transforming growth factor beta. factor de crecimiento
transformante beta.

16. TUNEL. Terminal-Desoxinuclotidyl-transferase mediated dUTP-digoxingenin
Nick and labelling

17.VEGF. Vascular endothelial growth factor. Factor de crecimiento endotelial

vascular
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Il. RESUMEN

Antecedentes: Diversos grupos de investigacion han explorado la posibilidad de

que exista una relacion biologica entre las alergias y el cancer, sin embargo
cuando algunos autores sefialan que las enfermedades alérgicas protegen contra
el cancer, otros autores no encuentran asociacion alguna. Por lo que no se ha
llegado a un consenso. A pesar de la evidencia contradictoria, ningun estudio ha
evaluado funcionalmente los efectos de la inflamacién de las vias respiratorias
alérgica que es caracteristica del asma en el desarrollo del cancer en modelos
experimentales. Una de las moléculas que esta involucrada tanto en asma como
en cancer es el TGF-p.

Hipotesis: La respuesta inmunoldgica desarrollada durante la inflamacion alérgica
pulmonar, desencadenara un efecto protector contra el cancer mediante un
incremento en la apoptosis y una disminucién de la proliferacién de las células

tumorales.

Métodos: Se implantaron células cancerosas en un modelo murino de inflamacion
alérgica pulmonar y se midio el crecimiento tumoral semanalmente. Después de
seis semanas los animales fueron sacrificados, se extrajo la sangre del animal,
para obtener el suero y ademas el tumor fue extirpado e incluido en parafina. De
los bloques parafinados se realizaron cortes en donde se evaluo la proliferacion
mediante inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo anti-PCNA y apoptosis
mediante la técnica de TUNEL in situ. La cuantificacion de la expresion de PCNA y

el numero de células TUNEL positivas fue evaluado mediante patologia digital.
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Ademas se realiz6 la expresion de TGF- en suero por medio de la técnica de
ELISA, y también su expresién en el tumor por medio de IHQ.

Resultados: En los animales con inflamacion alérgica pulmonar presentan una
disminucién significativa del volumen tumoral, lo cual correlaciona con una
disminucién de la proliferacion celular y un aumento en la apoptosis de las células
tumorales, lo anterior comparado con los animales no alérgicos. A estos dos
procesos puede estar asociada la sobre expresion de TGF- tanto en suero como
en tumor.

Conclusion: Por primera vez demostramos en un modelo de inflamacion alérgica
pulmonar que existe una relacién inversa entre la alergia y la progresion tumoral.
Estos debido por lo menos en parte a una disminucion en la proliferacién y un
aumento de la apoptosis en las células tumorales. La sobreexpresion del TGF-$
generado durante la inflamacién alérgica pulmonar sugiere tener un papel

importante en el control del desarrollo del tumor.
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l1l. Introduccion

Estudios epidemioldgicos publicados por diversos grupos de investigacion han
reportado que existe una correlacion entre el cancer y las enfermedades
inflamatorias alérgicas entre las que se encuentra el asma "°. El asma es una
enfermedad cronica de las vias respiratorias en la que los procesos inflamatorios y
la hiperreactividad bronquial conducen a la obstruccion de la via aérea pulmonar,
que se caracteriza por la respuesta Th2®"- El estudio de una posible relacion
bioldgica entre las alergias y el cancer ha sido abordado por diversos grupos de
investigacion y profesionales de la salud, aunque hasta el momento no se ha

+12) La evidencia recabada hasta el

llegado a un consenso acerca de este nexo.’
momento es contradictoria y ningun estudio ha evaluado funcionalmente los
efectos de la inflamacién alérgica de las vias respiratorias, que es caracteristica

del asma en el desarrollo del cancer en modelos experimentales.

Recientemente se reportdé en un modelo murino de inflamacion pulmonar inducida
por la exposicién a la ovoalbumina (OVA), en donde se indujo también cancer
pulmonar utilizando uretano, donde la inflamacion alérgica no tuvo influencia en el
desarrollo del tumor 2. Por otro lado, estudios recientes, en los que se utilizaron
ratones que sobreexpresan la proteina Smad7 (inhibidor de la cascada de
sefalizacion de TGF-B) en células claras de pulmén, revelaron un aumento
significativo en la progresion del cancer de pulmén inducido por uretano®, el cual
estd asociada con la inhibicién de la via de sefalizacion de TGF-B (factor de
crecimiento transformante beta) en este d6rgano. Esta observacion muestra la

importancia del TGF-B en la supresién de la progresion tumoral, particularmente
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en el cancer de pulmoén provocada por un compuesto quimico®. Esta evidencia es
sumamente relevante ya que sugiere que el TGF-B puede desempefar un papel
importante en la inhibicion de la progresion del tumor, a diferencia de la mayoria
de los estudios publicados que sugieren que esta citocina promueve la progresion

de diferentes tipos de cancer""".

De acuerdo a lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
inflamacion alérgica, en el desarrollo de cancer usando un modelo murino de
inflamacion alérgica pulmonar seguida de trasplante singénico de células de
cancer de mama. En el modelo que se empled en este estudio, la inflamacién de

las vias respiratorias alérgicas inhibe la progresién del cancer.
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V. Marco Teoérico

Epidemiologia del cancer

El cancer de mama es el segundo cancer mas comun a nivel mundial y el mas

frecuente entre las mujeres, con un estimado de 1.67 millones de nuevos casos

diagnosticados en el afo 2012 (25% de todos los canceres). La incidencia de

diferentes tipos de cancer en la poblacion mundial en el afio 2012 se muestra a

continuacion. Figura 1. ("
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Figura 1. Incidencia del cancer de mama en el mundo. Tomado de: International Agency for

Research in Cancer, 2012. (13)
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Asi mismo es la segunda causa de muerte en el mundo, con 522.000 muertes en
2012 y es la primer causa de muerte entre las mujeres en los paises menos
desarrollados con 324.000 defunciones (14.3%) y la segunda en los paises de
primer mundo con 198.000 muertes (15.4%), después del cancer de pulmén!™ En
la figura 2 se puede observar el fendmeno de la mortalidad provocado por cancer

de mama en el mundo.
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Figura 2. Mortalidad debida a cancer de mama a nivel mundial. Tomado de: International Agency
for Research in Cancer, 2012. (13)
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En América Latina y el Caribe, el 29% de los nuevos casos de cancer y el 15% de
las muertes por cancer son debido al cancer de mama . Lo cual se muestra en

la figura 3.

Incidencia en América latina

26% ‘ o
/‘. ™ Colon y recto
5% __~ A * Cerviouterino

J \_ ® Cuerpo del Utero
6% | 10%

8% X Otros

¥ Mama

* Pulmoén

Mortalidad en América latina

\.
_15%
* Mama

N\ * Colony recto

——"
™ Pancreas
' \_9% * Cerviouterino

L ® Otros
6%

Figura 3. Organizacion Panamericana de la salud. Nota informativa 2014(14)
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En México durante el ano 2011 el cancer de mama representd la primera causa de
morbilidad hospitalaria presentandose alrededor de 204.000 casos nuevos asi
como la primera causa de mortalidad con 56,000 casos al afio "®. Como se

muestra en la figura siguiente.
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Figura 4. Morbilidad y mortalidad por cancer en México en ambos sexos. International
Agency for Research in Cancer, 2012("?
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Al respecto para el estudio de este tipo de cancer se han desarrollado modelos
animales que simulan las condiciones neoplasicas de aparicion, establecimiento y
crecimiento del tumor de cancer humano, vy en diversos estudios se ha
demostrado que existe una asociacion con enfermedades inflamatorias y el

desarrollo de cancer

Etiologia del cancer

El cancer de mama es considerado una enfermedad sistémica dado que las
células cancerigenas adquieren la capacidad para proliferar de manera acelerada,
desordenada y descontrolada. Estas células alteradas pueden formar parte de
distintos tejidos de la glandula mamaria, con mayor frecuencia del epitelio de los
conductos vy lobulillos y en menor frecuencia del estroma; estas son capaces de
formar un tumor invasivo en los tejidos vecinos y hacer metastasis a érganos
distantes del cuerpo. Como otros tumores malignos, el cancer de mama es

consecuencia de alteraciones en la estructura y funcion de los genes '8

El cancer de mama se clasifica en cinco estadios (0 a IV). En el estadio |, el tumor
esta localizado en el tejido mamario, mide menos de 2 centimetros y no se ha
diseminado fuera de la misma. A partir del estadio Il se ubica en los ganglios
linfaticos axilares, siendo la localizacién es estos un factor de prondstico relevante,
ya que determinan la evolucion y sobrevivencia de la paciente. La presencia de

metastasis se relaciona con posibles recaidas y disminucién de la sobrevida.

En México, durante 2012, el cancer de mama es la segunda causa de muerte

entre las mujeres con cancer de 20 afios y mas (15.38 de cada 100 mil mujeres de
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esa edad). Este padecimiento no distingue edades, clases sociales, o sexo, pues
aunque es prioritario de la mujer, existen casos reportados de hombres que han

presentado cancer de mama "9

El cancer de mama es uno de los tipos de cancer mas conocidos debido a que es
una de las neoplasias mas frecuentes en las hembras de cualquier especie, no
s6lo en la humana. Por este motivo se han utilizado modelos in vivo que permiten
estudiar y experimentar con estas células alteradas, extrapolando los resultados
obtenidos a los carcinomas analogos presentes en las mujeres. Estos modelos
son esenciales tanto para el avance de la investigacién cientifica basica como

para la mejora de las terapias curativas °)
ASMA
Epidemiologia

En México la prevalencia del asma es muy variable dependen en gran medida de
la region geografica, como ejemplo es posible encontrar una prevalencia del 5%
en la ciudad de México y del 12% en Mérida, Yucatan. Esta variabilidad en la
frecuencia de asma se correlaciona de forma inversa con la altitud de la region y
de forma directa con su temperatura. De acuerdo a estadisticas oficiales, en
México la incidencia anual de asma a nivel nacional fue de 80 914 casos en el afio
2013. Durante las ultimas décadas alrededor del mundo, hubo un aumento
epidémico del asma que parece haberse estabilizado desde mediados de la
década de los noventa. La frecuencia de asma aumenta en algunas épocas del

afo y en México se observa un aumento en las crisis asmaticas entre los meses
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de octubre y enero. La mayor incidencia de asma ocurre en los nifios, disminuye
en la adolescencia y adultez temprana y aumenta ligeramente en etapas
subsecuentes ?". En la nifiez el asma es mas frecuente en varones, pero pasada
la adolescencia se vuelve mas comun en mujeres. En México la mortalidad por

asma ha tenido un descenso paulatino desde hace mas de 15 arios 2.

Etiologia

El asma se define como una enfermedad inflamatoria crénica de las vias
respiratorias. La inflamacién cronica esta asociada con hiperreactividad de la via
aérea (una respuesta exagerada del estrechamiento de la via respiratoria debida a
factores desencadenantes, como los alérgenos y ejercicio), que conduce a los
sintomas recurrentes tales como respiracion sibilante, disnea (dificultad para
respirar), opresion en el pecho y tos. Los episodios de sintomas se asocian
generalmente con una muy extendida, pero variable, obstruccion del flujo de aire
dentro de los pulmones que suele ser reversible, ya sea espontaneamente o con

un tratamiento apropiado para el asma ®*

El asma se asocia con una respuesta Th2 que se define como la respuesta
inmune desencadenada por el organismo, provocada por diversos factores como
son los acaros del polvo, restos de cucarachas, animales con pelo, moho, polen
las infecciones, el humo del tabaco, el aire frio, el ejercicio, los cuales
desencadenan una cascada de eventos inmunes que conducen a la inflamacion
cronica de las vias respiratorias. Los niveles elevados de células Th2 en las vias

respiratorias liberan citocinas especificas, incluyendo la interleucinas como IL-5
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(quimiotrayente de eosindfilos) #*?° IL-9, IL-13, e IL -4, esta Ultima propuesta
como esencial para el desarrollo de la inflamacién de las vias respiratorias, ya que

@) En conjunto

induce a las células B para sintetizar anticuerpos de tipo IgE.
estas interleucinas promueven la inflamacion eosinofilica. La produccion de IgE,
producida por los mastocitos, provoca la liberacibn de mediadores de la
inflamacion como la histamina y los leucotrienos, que causa el broncoespasmo
(contraccion del musculo liso en de las vias respiratorias), edema (hinchazon) y
aumento de la secrecidn mucosa (hipersecrecion mucosa), que conducen a los
sintomas caracteristicos del asma®®). Esto deriva en un proceso de remodelacion,

para el cual se ha postulado que deriva tanto de los procesos de reparacion

excesivos o la falta de resolucion de alérgeno impulsado por la inflamacion®®.

Una de las principales enfermedades inflamatorias con las que se asocia el
desarrollo del cancer es el asma, que se define como una enfermedad inflamatoria
cronica de las vias aéreas en la que participan diversas células y mediadores
quimicos; se acompafan de una mayor reactividad traqueobroquial
(hiperreactividad de las vias aéreas), que provocan en forma recurrente tos,
sibilancias, disnea y aumento de la resistencia aérea. Esto debido principalmente
a una hiperreactividad bronquial y un componente inflamatorio eosinofilico y

linfocitico con un patrén de citocinas tipo Th2 (%),

Una de las citocinas mas importantes que funge como mediadora en las
reacciones alérgicas es el TGF-B, que es un importante factor fibrogénico y
modulador de la respuesta inmune que puede ser fundamental en la generacién

de los cambios estructurales de las vias respiratorias en pacientes con asma @
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En estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que TGF-f tiene un papel dual ya
que puede actuar como una citocina pro ¢ anti-inflamatoria, en la iniciacion y la
regulacion de la respuesta inmune en el tejido pulmonar. También participa en la
remodelacion de las vias respiratorias, particularmente en el desarrollo de la
fibrosis sub-epitelial. TGF-B se produce en células inflamatorias de la mucosa
bronquial y por las células de la pared bronquial, tales como fibroblastos, células
epiteliales, células endoteliales y células musculares lisas. Se ha reportado que un
aumento significativo de TGF-B en lavados bronquialveolares de pacientes con

asma, correlaciona directamente con la gravedad de la enfermedad 3%

Diversos trabajos han demostrado la relacién que tienen distintas patologias
(principalmente de tipo inflamatorias) y el cancer”. Una de las principales
enfermedades inflamatorias, con las que se ha relacionado el cancer es el asma

alérgica @,

Para explicar la relacion entre el asma y cancer se han establecido distintas
hipdtesis, una de ellas es la llamada hipodtesis de la estimulacién antigénica G En
esta se plantea que las condiciones inmuno-estimulantes, tales como alergias,
aumentan el riesgo de cancer a través de un mecanismo de estimulacion crénico
de células que se traduce en la aparicion de mutaciones aleatorias durante la
division celular, los sintomas de alergia aumentan directamente los riesgos del
desarrollo de cancer en cualquier tejido, 6érgano o sistema. En contraste, se han
propuesto dos hipdtesis para explicar las asociaciones inversas entre cancer y
alergia. La primera es la hipdtesis de la inmunovigilancia que afirma que las

enfermedades alérgicas confieren un efecto protector contra la aparicion de cancer
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en un sistema inmunolégico mejorado que puede detectar y destruir células

neoplasicas®?

La segunda explicacion para las asociaciones inversas entre cancer y alergia es la
hipétesis de la profilaxis. Esta hipotesis, que tiene una perspectiva darwiniana,
propone que los mismos sintomas de la alergia evolucionaron por seleccion
natural para servir a un propdsito util: la expulsidbn de toxinas, patégenos y
particulas extrafias antes de que cualquier contenido o mutageno que se adhiera 'y
pueda iniciar la carcinogénesis. Bajo la hipotesis de la profilaxis, los sintomas de la
alergia reducen la aparicion de los canceres de forma directa, por librar
rapidamente los tejidos expuestos de toxinas mutagénicas, microorganismos y
contaminantes ambientales, y fomentando la evasion de esos antigenos en el
futuro. Por lo tanto, las asociaciones entre alergia y cancer inversas indican

relaciones causales y no solo correlaciones®?.

Diversos grupos de investigacion han desarrollado modelos murinos de
inflamacion alérgica pulmonar donde intentan encontrar el papel que desempefia
este proceso inmunoldgico en la aparicion y progresion de diferentes neoplasias(16)
mostrando de manera general que no existe una correlacion entre la inflamacién

alérgica pulmonar y la induccion de diferentes tipos de cancer.
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V. Planteamiento del problema

Existen evidencias contradictorias acerca de la asociacion entre las

enfermedades alérgicas y el Ca mama.

El aumento de expresion de TGF-BRI/RII asi como de las proteinas implicadas
en la sefalizacion de esta citocina (pSMAD2 y pSMAD4) correlacion con la

sobrevida de pacientes con Ca de mama.

La inhibicion de la sefalizacion de TGF- en un modelo experimental

favorece la progresion tumoral.

Por lo tanto es razonable pensar que el TGF-B generado durante la respuesta
alérgica pulmonar puede tener un papel importante en la respuesta anti-

tumoral.

En base a los antecedentes anteriores se planted la siguiente pregunta de

investigacion.

¢, Cual es el efecto de la inflamacién alérgica pulmonar durante la progresion

del tumor de cancer de mama en un modelo murino?
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VI. Hipoétesis

La respuesta inmunolégica desarrollada durante la inflamacion alérgica pulmonar,
desencadenara un efecto protector contra el cancer mediante un incremento en la

apoptosis y una disminucion de la proliferacion de las células tumorales.
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VIl. Objetivos

> General

Evaluar el crecimiento tumoral durante la inflamacion alérgica pulmonar en un

modelo murino experimental

» Especificos

» Evaluar el crecimiento tumoral durante la inflamacién alérgica pulmonar.

» Evaluar la apoptosis de las células tumorales durante el desarrollo del
modelo experimental.

» Evaluar la proliferacion de las células tumorales durante el desarrollo del
modelo experimental.

» Evaluar la presencia de TGF-§ en suero y tejido tumoral generado durante

el desarrollo del modelo experimental.
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VIII. Materiales y Métodos

» Los animales y las células.

Ratones Balb/c hembras (6-8 semanas de edad) se mantuvieron en un ambiente
libre de patdgenos en el laboratorio de animales del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). Todos los experimentos se
llevaron a cabo de acuerdo con las directrices éticas para el manejo de animales
requerido por el INCMNSZ.

El tumor mamario de raton (MMT) linea celular D2F2/E2 fue clonado a partir de un
tumor mamario espontaneo que surgié en el BALB/c que proviene de un nodulo
hiperplasico alveolar (HAN) linea D2.

Los métodos utilizados se presentaran en forma de diagrama de flujo como se

muestra a continuacién en el diagrama 1.

» Reactivos y anticuerpos.
OVA (ovoalbumina) grado V se adquirié de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.)
de hidroxido de aluminio (alumbre) se obtuvo de Biotecnologia Pierce (Rockford,
IL, EE.UU.) anti-PCNA y anti-TGFB y anticuerpos anti-cabra conjugados con

biotina se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.).
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» Figura 5.

Modelo murino de inflamacion alérgica pulmonar y cancer

Linea celular de cancer de mama
(D2F2/E2)

1X108 células
Induceion del tumor

5.C

DiaAs O 5 ]1 12 22 54

Sensibilizacidn Reto Sacrificio
OVASAlum i_p. OWA it
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-

4 Grupos de 6 ratones  OVAFTUMOR
Balb/c hembrasde  S5+TUMOR

6-8 semanas OvA
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> Diagrama 1. Modelo experimental de la inflamacién pulmonar alérgica

y el cancer de mama en ratones Balb/c

Modelo Murino de inflamacion alergica pulmonar con cancer de mama en ratones Balb/c previamente
estandarizado por nuestro grupo de trabajo. Induccidon de la inflamacién alérgica pulmonar y el cancer

de mama. (2% 29).
\Z

Los animales se dividieron en cuatro grupos de seis ratones cada uno.

A4

El primero es el grupo problema, el cual recibié ovoalbimina (OVA) como alérgeno y se le inoculd la
linea de cancer de mama murino (D2E2/F2)

Al segundo grupo se le administrd solucion salina (SS) y se le inoculé la linea de cancer de mama

murino (D2E2/F2)
A4

El tercer grupo recibié ovoalbimina como alérgeno

A4

El cuarto grupo fue inoculado Unicamente con solucidn salina.

\Z

El esquema de tratamiento se ilustra en la figura 5 y se enuncia a continuacion

\NZ

En el dia 0y 5 los animales fueron sensibilizados administrandoles 10 pg de OVA + 1 mg de hidréxido
de aluminio como adyuvante por via intraperitoneal (i.p.)

\NZ

El dia 11 los grupos de cancer de mama fueron inoculados por via subcutdnea con 1X10° células
murinas de cancer de mama (D2F2/E2) un dia antes del primer reto alergénico

\NZ

Posteriormente recibieron 2 retos en los dias 12 y 22 en los que se les administré 100ul de OVA al
0.75% por via intratraqueal (i.t.)

Una vez que el tumor era palpable, se midio semanalmente, y sus dimensiones se registraron en tres
ejes (longitud, ancho, profundidad) para obtener su volumen total (en mm3) con la siguiente formula:

ancho (mm) x longitud (mm) x profundidad (mm) x 0,5236 = volumen del tumor.

Al dia 54 los animales fueron sacrificados por exanguinacion, extrayendo de ellos, sangre, pulmones y
tumor.
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» Diagrama 2. Histologia del tejido tumoral

Mediante tinciones de H/E (hematoxilina y eosina) se observd la estructura pulmonar, el incremento del
infiltrado inflamatorio y la producciéon de moco

\Z

Después de sacrificar a los animales por exanguinacion, los pulmones fueron perfundidos via i.t. con 1 ml
de etanol absoluto

\Z

Los especimenes perfundidos se fijaron por 24 horas y posteriormente se sometieron a un proceso de
deshidratacién para ser embebidos en parafina.

\Z

Para su andlisis histoldgico se hicieron cortes seriados de 4 um utilizando un micrétomo rotatorio modelo
2165 Leica (Leica, Nussloch, Alemania).

\Z

De estos se hicieron tinciones de H/E para ver la estructura pulmonar e infiltrado inflamatorio, se realizo
el andlisis morfométrico de cada tinciones por microscopia de luz (Olympus BX-40) a un aumento de 40X
y usando un analizador automatico de imagenes (Leica Qwin).

\Z

A partir de las tinciones de H/E se midio el drea de infiltrado inflamatorio seleccionando vasos con un
didametro de 100-200 um y bronquios con 150-300 um de diametro. Se analizaron cuatro vasos
sanguineos y cuatro bronquios del tejido pulmonar de los seis ratones de cada grupo.
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» Diagrama 3. Inmunohistoquimica

Se realizaron tinciones de inmunohistoquimica para PCNA y TGF[3 en secciones pulmonares y los
tumorales de 4um los cuales fueron desparafinados.

\Z

Posteriormente, se realizd la recuperacidon de antigenos, utilizando una solucion de citrato de sodio al
0.01% de pH 6.0 durante 15 min a 90°C.

\Z

La actividad de la peroxidasa endégena fue bloqueada con una solucién al 3% de H,0, con metanol
durante 25 minutos

\Z

La union inespecifica de los anticuerpos se redujo al incubar con una solucién al 2% de suero normal de
cerdo en PBS (PBS-SNC) durante 60 min.

\Z

Las laminillas se incubaron toda la noche a temperatura ambiente con anticuerpos para PCNA y TGFf3
(1:500). Al dia siguiente, las laminillas se lavaran cinco veces en PBS 0.1 M pH 7.4 durante 8 min.

\Z

Después del lavado, las laminillas se incubaron con un segundo anticuerpo biotinilado especifico para el
anticuerpo primario (Anti-cabra IgG 1:500) Santa Cruz durante 30 minutos a temperatura ambiente

\Z

Seguida por una incubacion con streptavidina conjugada a HRP (LSAB de la corporacién DAKO) durante
30 min a temperatura ambiente.

\Z

Para desarrollar el color se utilizd 3,3 tetra-hidrocloruro diaminobenzidine (DAB liquido, Corporacion
DAKO) de uno a cinco minutos.

\Z

La reaccion fue detenida con agua destilada y las laminillas se contra tifieron con Hematoxilina/ Eosina.

\Z

Finalmente los tejidos fueron deshidratados mediante bafios de etanol (70, 90 y 100%) y xileno.
conservado con un medio Mount E-2 (laboratorio Shandon, Pittsburg, PA, Estados Unidos).

\Z

Se analizé en un microscopio dptico a 40X (Olympus BX-40).
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> Diagrama 4. TUNEL para determinacién de apoptosis en células

tumorales.

A partir de la obtencién de los tejidos tumorales de cada grupo analizado, se procedio a realizar la
evaluacion de la fragmentacién de DNA mediante la técnica de TUNEL (Terminal-Desoxinuclotidyl-
transferase mediated dUTP-digoxingenin Nick and labelling).).

\Z

Se realizd la recuperacion antigenica mediante la adicién de citrato de sodio (pH 6, 0.01M) el cual se
adiciond por 20 minutos a 95° C en bafio maria. Se elimind la actividad de la peroxidasa enddgena con
metanol y peréxido de hidrégeno al 3% por 15 minutos.

\Z

Se bloqued la unién no especifica de los anticuerpos al tejido, incubndolos durante 60 minutos en suero
normal de cerdo al 2%. Posteriormente se procedié a adicionar la enzima transferasa terminal (Terminal
transferasa, Tdt)

\Z

Se hizo una mezcla de 1:50 de la enzima en buffer que contiene oligonucledtidos conjugados con
fluoresceina, la cual se incubd con el tejido por 60 minutos a 37° C en la obscuridad.

\Z

Se lavé 5 veces, 5 minutos con PBS 1X. Posteriormente se realizo la incubacién con el anticuerpo anti-fluoresceina a 37° C por 30
minutos, después de lavar el color fue desarrollado mediante la adicion de DAB, monitoreando bajo el microscopio de luz

\Z

Cuando se observé la coloracidn café en las células se detuvo el registro del tiempo y se eliminé el exceso de DAB e inmediatamente
se lavd con agua corriente para detener la reaccion, se contratifié con hematoxilina, se deshidratd y monté con resina sintética, se
dejo secar minimo 24 horas para hacer el andlisis en el microscopio.
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» Diagrama 5. ELISA para determinacion de TGF-3

Las concentraciones de esta citocinas se midieron en suero mediante el uso de kit comercial TGF-$ ELISA
de acuerdo con las instrucciones del fabricante IBL America (Minneapolis, MN, USA).

\Z

Brevemente, las micro placas de 96 pozos que ya contenian el anticuerpo de captura, fueron bloqueadas
en 37°C durante 2 horas con 2% de BSA-PBS.

\Z

Después del lavado con una solucion 0,02% Tween-20, 50 ml de cada muestra y su control, se incubd
durante 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo biotinilado en 2% BSA/PBS/Tween-20.

\Z

Las placas se lavaron y se incubaron durante 30 minutos con estreptavidina conjugada a peroxidasa de
rabano. 100pl de tetrametilbenzidina al 0.0125% y H,0, al 0.008% en buffer de citrato fue utilizado como
sustrato.

\Z

Se realizé una curva estandar para cada micro placa y se utiliza para calcular las concentraciones
absolutas de la citocinas.
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» El andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el paquete Prisma® y se expresan como valores
promedio + desviacion estandar. Las comparaciones estadisticas se realizaron
mediante ANOVA para determinar diferencias entre los grupos. Las diferencias
significativas entre ambos grupos se determinaron mediante la prueba t de
Student, y las diferencias significativas entre tres 0 mas grupos se determinaron
con ANOVA y pos hoc Tukey o post-test de Bonferroni y U de Mann-Whitney. Un

valor de p < 0.05 fue considerado significativo.
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|X. Resultados

La Inflamacién alérgica pulmonar inhibe la progresion de cancer en el
modelo experimental de cancer de mama

Para evaluar si el ambiente inmunoldgico de la inflamacién alérgica puede afectar
a la progresion del tumor, se utilizd un modelo murino de inflamacion alérgica
pulmonar previamente establecido por nuestro grupo de investigacion (1829
Posteriormente se implantaron las células de cancer de mama murino (D2F2/E2)
en los ratones Balb/ ¢, como se describe en el esquema mostrado en la Figura 6.
La Figura 7 muestra una disminucion significativa (p= 0.001) de aproximadamente
350 veces en el volumen tumoral medido en el grupo con la alergia (OVA+tumor)
en comparacion con el grupo no alérgico con tumor (SS+tumor).

Un analisis de la proliferacion celular por tincion inmunohistoquimica del antigeno
nuclear de células en proliferacion (por sus siglas en inglés “PCNA”) Figura 8a
mostré un numero significativamente menor de células en division (50%
aproximadamente) en el grupo de OVA+tumor en comparacion con lo observado
en el grupo del SS+tumor (p=0,05). En contraste, en el analisis de TUNEL in situ
se demostrd que la proporcion de células apoptéticas en el grupo de OVA+tumor
fue significativamente mayor (p=0.04) que en el grupo de SS+tumor (25%
aproximadamente) (Figura 8b).

Los resultados obtenidos sugieren que el ambiente inflamatorio en los ratones
alérgicos reduce el crecimiento del tumor mediante la inhibicion de la proliferacion

y la induccion de la muerte celular por apoptosis.
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D2F2/E2
s.c. 1x108 cells

Induccion del tumor

Dias 0 5 1 12 22 54
Sensibilizacion reto Sacrificio
10ug OVA+ 1mg Alum en 100 100ul OVAto 0;75?/0 en SS(100ul)
33 via it.
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Figura 6. La inflamacién de las vias respiratorias alérgicas inhibe el crecimiento
del tumor. A) Modelo murino de inflamacion alérgica pulmonar e induccién del
tumor. Ratones BALB/c hembras fueron sensibilizados y retados con las
concentraciones indicadas de ovoalbumina (OVA) en los puntos de tiempo
indicados. El crecimiento tumoral de cancer de mama fue inducido por la
inoculacion de la linea celular D2F2/E2 en el punto de tiempo indicado. Al final del
experimento, los ratones fueron sacrificados por exanguinacion. Alum, hidroxido
de aluminio, SS, solucion salina; s.c.; subcutanea, i.p.; intraperitoneal, i.t.,
intratraqueal. Los diferentes grupos incluidos SS, OVA, SS+tumor y OVA+tumor.
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Figura 7. La inflamacion alérgica pulmonar inhibe el crecimiento tumoral. El
crecimiento del tumor se evalué semanalmente en los grupos de OVA+tumor y
SS+tumor. Los resultados se expresan como las medias de tres experimentos
independientes y desviacidén estandar. *p=0.001 (t de Student).
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Figura 8. La inflamacion alérgica pulmonar induce disminucion de la
proliferacion y aumento de la apoptosis en tejido tumoral. Se analizaron
y SS+tumor para
determinar la expresién de PCNA por inmunohistoquimica (PCNA), y la apoptosis
se examiné mediante un ensayo de TUNEL in situ. Aumento=40X. PCNA *p=0.05
(prueba de t de Student). TUNEL*p=0,05(U de Mann-Whitney).
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La inflamaciéon alérgica pulmonar induce la sobreexpresiéon de TGF-B en

suero y en el tejido tumoral

La evaluacion del mecanismo por el cual se observa una disminucion del volumen
tumoral se llevdé a cabo mediante la técnica de deteccion de multiples citocinas
solubles por citometria de flujo (por sus siglas en ingles CBA's), utilizando un
arreglo para citocinas de perfil Th1/Th2/Th17 y ademas ensayos por ELISA, tanto
en suero de los animales de los diferentes grupos, asi como en sobrenadante de
células provenientes de tejido tumorales y cultivadas por 24 h (datos no
mostrados). Entre todas las citocinas evaluadas, nos llamoé la atencién el TGF-3
por los niveles de expresion tan elevados, sobre todo en el grupo de ratones
alérgicos con tumor (OVA+tumor). Por lo que en el presente trabajo nos
enfocamos en determinar su posible participacion en la disminucion del
crecimiento tumoral en los ratones alérgicos. La Figura 9a muestra la
concentracion de TGF- en suero de los ratones. En donde se observa un claro
aumento significativo en la concentracion de TGF-$ en el grupo de OVA+Tumor en
comparacion con los animales SS+tumor (p=0.0001). El grupo de ratones que solo
recibieron OVA también mostraron expresion elevada del TGF- en comparaciéon
con el grupo de control (SS) (p=0.001), lo cual era de esperarse debido al proceso
alérgico. De manera interesante, también se encontré6 un aumento de los niveles
de TGF-B en el tejido tumoral mediante analisis de inmunohistoquimica. Figura 9b
(panel izquierdo) muestra la tincion de TGF- mas intensa en el grupo OVA+tumor
en comparacién con el grupo del SS+tumor. Por otra parte, la cuantificacion de la

expresion intracelular de TGF-B por patologia digital mostré6 un aumento
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significativo en la expresion en ratones alérgicos (Figura 9b, panel derecho)
(p=0.01).

En conjunto estos resultados muestran que hay una sobreexpresion de TGF- a
nivel sistémico y tumoral, por lo que esta citocina puede estar implicada en la

inhibicion del crecimiento tumoral.

Mariana Diosdado Contreras 34



B
FES
ZARAGOZA

Evaluacién del crecimiento tumoral durante la inflamacién alérgica pulmonar en un modelo experimental de cancer

de mama
a *kKk
10000+ I
l _____ oz, PO < *k%k
£ 8000 i ' § ?
S : :
2 : :
o 60004 : |
2 )
= 1l
@ E
@ 4000+ ;
= !
I.(S :
P—
= 2000+
0 T |
SS OVA SS+Tumor OVA+Tumor
Cl SS+Tumor OVA+Tumor
ST ] e @ AU 2 SRR .
- AL, 3 L 400000 ! |
L SPtenr ST e '
TS e G E |
" ;;/‘ : 3 & 3 \u; § :g i
ST 2 g o 2 !
N B =
B0 < @ 0 g Ll ReaCT O H
29 05 " »
380,95 e, $S+Tumor OVA+Tumor

Figura 9. La Inflamacién alérgica de las vias aéreas induce la sobreexpresiéon de TGF-$. a.
Expresion de TGF-B El nivel de TGF - B sistémico se evalud en el suero de los grupos de SS, OVA,
SS+tumor y OVA+tumor por ELISA cuantitativa. Las determinaciones se realizaron por triplicado
usando una mezcla de sueros de los animales de cada grupo. Los datos representan la media de
tres experimentos independientes. Las barras de error indican el error estandar de la media
(**p=0.001) SS frente a OVA, (***p=0.0001) SS+tumor frente a OVA+tumor (prueba t de Student
con la correccién de Bonferroni). b) La expresién intracelular de TGF-3 se evalué en muestras
tumorales de SS+tumor y los ratones OVA+tumor mediante inmunohistoquimica. La especificidad
del anticuerpo se verificd utilizando un anticuerpo control de isotipo (Cl). La densidad de la
expresién se evalud por la patologia digital usando el sistema de Aperio CS (panel derecho)
(*p=0.01). Las micrografias son representativas de tres experimentos independientes. Aumento =
40X.
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X. Discusion

Desde hace mucho tiempo se ha tratado de asociar a las enfermedades alérgicas
con el desarrollo del cancer. La mayoria de los datos existentes muestran
evidencias epidemiologicas, los resultados obtenidos de estos trabajos no han
llegado a un consenso en donde se aclare si la alergia protege o favorece el

r @2 por lo que es aceptado hasta el momento que existen

desarrollo del cance
datos contradictorios con respecto a la asociacion de la enfermedad alérgica y el
cancer. Aunque estos dos procesos se han estudiado juntos en un unico modelo
experimental, ningun estudio ha evaluado funcionalmente los efectos de la
inflamacion alérgica pulmonar, que es caracteristica del asma, en el desarrollo del
cancer de mama.

Un estudio reciente presenté un modelo de inflamacién alérgica pulmonar inducido
por OVA y cancer de pulmon provocado por uretano, en donde encontraron que el
proceso alérgico no tenia ninguna influencia en el desarrollo de la neoplasia ®. Sin
embargo, es muy importante enfatizar que el modelo anterior evalua la
carcinogénesis, la cual es inducida por el uretano. Por otro lado, como ya se
menciond, recientemente se ha demostrado que el bloqueo de la expresion de
TGF- B en animales con cancer de pulmén inducida uretano (el mismo modelo de
carcinogénesis ya mencionado) conduce a un aumento significativo en la
progresion tumoral ®®. Este hallazgo pone en evidencia la importancia del TGF-B

en la supresion de la progresion del tumor, al menos en el caso de cancer de

pulmén inducido por productos quimicos; aunque los estudios antes mencionados
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no proporcionan informacion acerca de la progresién de los tumores durante una
respuesta alérgica.

Los hallazgos anteriores demuestran que durante el proceso inflamatorio alérgico
pulmonar no se encontr6 que la inflamacién protegiera o aumentara la
carcinogénesis. Por otro lado se observd que este mismo modelo de
carcinogénesis la progresion tumoral dependia de manera importante de la
actividad de TGF-$.

En este estudio, se utilizé un modelo murino de inflamacion alérgica pulmonar ya

bien establecido por nuestro grupo de trabajo ©¥

para demostrar la influencia de
este tipo de respuesta, que se caracteriza por un incremento en el TGF-3, en la
progresion del cancer de mama. Inicialmente se compararon los volumenes
tumorales en animales alérgicos con los de los animales no alérgicos. Nuestros
resultados demuestran por primera vez que el proceso inflamatorio alérgico inhibe
significativamente el crecimiento del tumor. Este es el primer estudio que asocia
directamente la relacion inversa entre una enfermedad inflamatoria alérgica y el
cancer en un modelo experimental concomitante. Lo cual es muy relevante ya que
antes de este estudio solo se habian hecho asociaciones entre las enfermedades
alérgicas y el cancer a partir de datos epidemioldgicos #22%

Con el propdsito de dilucidar el mecanismo mediante el cual ocurre la inhibicién
del crecimiento del tumor, realizamos una busqueda de citocinas Th1/Th2/Th17
reguladoras mediante la técnica de deteccion de multiples citocinas solubles

utilizando citometria de flujo (CBA's), y ademas ensayos de ELISA, tanto en suero

de los animales de los diferentes grupos, asi como en sobrenadante de células
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provenientes de tejido tumoral y cultivadas por 24 h (datos no mostrados), lo cual
evidencié que las citocinas mas abundantemente expresadas fueron IL-17, IL-4 y
TGF-B. En este proyecto nos enfocamos en el estudio de los mecanismos
(apoptosis y proliferacion) que pueden estar participando en la inhibicion de la
progresion del tumor en nuestro modelo experimental. Nuestro interés se enfocé
en TGF-B pues es una de las citocinas mas abundantemente expresada en
inflamacion alérgica pulmonar, ademas ha sido asociada con la severidad de la
enfermedad pues se encontrd altamente expresada en sangre periférica y liquido
de lavado bronquioalveolar en pacientes con asma grave o con crisis asmatica en
comparacién con pacientes con asma leve, moderada o controlada ®®. Nuestros
resultados demostraron que TGF-3 se encuentra significativamente aumentado en
el grupo de ratones alérgicos con tumor (OVA+Tumor) en comparacién con los
que solo presentaban tumor (SS+Tumor) (Figura 9). Por esta razéon decidimos
analizar de primera instancia el papel que TGF- pudiera tener en la inhibicion del
crecimiento tumoral. Lo anterior fue apoyado por evidencias ya publicadas en
donde se demostré en este el TGF-f esta implicado de manera importante en la
supresion de la progresién tumoral en un modelo experimental de cancer de
pulmén 7. Nuestros resultados mostraron que la expresion de esta citocina
aumentd en el suero y en el tejido del tumor en el grupo con OVA+tumor. Como ya
se menciond, se sabe que TGF-f se encuentra sobre expresado en las
enfermedades alérgicas, y esta sobreexpresién se correlaciona con la gravedad
de la enfermedad 28 1o que explica la alta concentracion de TGF-B en ratones

alérgicos. Sin embargo, el hecho de que el TGF-B sélo aumentd en el grupo de
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animales alérgicos con tumores (OVA+tumor) y no en los animales no alérgicos
con tumor (SS+tumor) es muy interesante porque sugiere que el TGF- 3 podria
funcionar como un inhibidor del crecimiento tumoral en nuestro modelo
experimental. Esta posibilidad es consistente con los datos reportados por
Novitskiy S et al. ®®, estudio que incluydé mas de 300 muestras de pacientes con
cancer de mama con diferentes grados de severidad incluidas en un microarreglo
de tejido, analizado por medio de ensayos de inmunohistoquimica donde se
demostraré que la pérdida de los receptores de TGF-B (TBRIy TBRI) y algunas de
la proteinas que intervienen en la sefializacién de esta citocina (Smad4) en tejido
tumoral esta relacionada de manera directa con una mayor recurrencia y pobre

sobrevida en pacientes con cancer de mama.

Se sabe que el TGF-B induce la apoptosis in vitro en células tumorales de linfoma
No-Hodgkin a través la proteina anti-apoptoética Bcl-2 la cual es una de las
proteinas mas estudiadas en resistencia a la apoptosis en cancer %49, Nuestros
resultados demostraron que el nivel de TGF-f3 en el suero y el tumor de tejido se
incrementaron en ratones alérgicos. Estudios recientes han sefalado que el TGF-
B1 induce la apoptosis en células epiteliales mediante la promocion de un cambio

en la sefalizacion a través de VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular)

A su vez, este cambio promueve la supervivencia a través de MAPK p38, lo que
fomenta la apoptosis mediada por p38 49) Este hallazgo es interesante porque
VEGF es otra citocina que se sabe que contribuyen a la patogénesis de la

inflamacion alérgica pulmonar #4049 Por lo que consideramos pertinente evaluar el
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papel de esta via en la induccién de apoptosis en nuestro modelo y determinar si
también podria ser una de las causas de la inhibicion de la progresion del tumor.
Los resultados obtenidos en este estudio, son consistentes con los de Pinto et al.
“2) en donde se sugiere que una condicién concomitante de tumor con alergia (a
los alimentos) reduce la progresion del tumor a través de un aumento en la
apoptosis de células tumorales acompafiado por el aumento de las zonas de

necrosis en el sitio del tumor.

Como ya se coment6 el TGF-p presenta una actividad dual, es decir que puede
inducir el crecimiento tumoral, pero también puede inhibirlo, todo dependiendo del
microambiente tumoral y el grado de progresion del mismo. Nosotros
consideramos que en etapas avanzadas, es decir cuando la progresion del tumor
ya se llevé a cabo esta citocina puede inducir por diferentes mecanismos, entre
ellos los que se describieron en este trabajo, tal como la inhibicién de la
proliferacion tumoral y la induccién de apoptosis de células tumorales. Lo cual

conlleva a una menor progresion del tumor.
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XIl. Conclusiones

En conclusion, nuestros resultados muestran por primera vez en un modelo
experimental que existe una relacion inversa entre la inflamacidén alérgica
pulmonar y la progresion tumoral causada, probablemente, por el ambiente
inflamatorio generado durante la inflamacién alérgica pulmonar que induce una
disminuciéon en el crecimiento tumoral, un aumento en la apoptosis y la
disminucién de la proliferacion de las células tumorales, debida, por lo menos en
parte, al aumento de la expresion de TGF-B durante la inflamacién alérgica

pulmonar.
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