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RESUMEN

Los nervios simpéticos inervan organos linfoides primarios (médula 6sea y timo) y
secundarios (bazo y ganglios linfaticos). Por otra parte, algunas células del sistema
inmune, como los linfocitos T, los linfocitos B, las células NK y los macréfagos,
expresan receptores a y [ adrenérgicos. Esta estimulacion, regula el desarrollo
celular, la supervivencia, la capacidad de proliferacion, la circulacién, el trafico para
la vigilancia inmunoldgica, el reclutamiento celular asi como la expresién de
quimiocinas y citocinas. Respecto a la interaccion entre el cancer y el sistema
nervioso, se sabe que el sistema nervioso autonomo (SNA) regula la expresion de
genes en tumores primarios y el microambiente tumoral. Sin embargo, se conoce
poco del papel de la innervacidbn simpética en la regulacion de la respuesta
inmunitaria al cancer, particularmente del cancer de mama. Nuestro laboratorio esta
interesado en definir el papel del sistema nervioso simpatico sobre la respuesta del
sistema inmune hacia tumores de la glandula mamaria. Para lo que se realiz6
denervacion quimica especifica del sistema nervioso simpatico, que consiste en la
eliminacion de terminaciones nerviosas periféricas con una neurotoxina que actta
sobre neuronas noradrenérgicas. Lo anterior durante la etapa neonatal, y se
determind el efecto en la respuesta inmune antitumoral en la edad adulta. Los
resultados obtenidos muestran que no hay diferencias significativas en las
subpoblaciones celulares ni en la produccién de citocinas, asi como tampoco en el
tamano, peso y volumen de las masas tumorales obtenidas independientemente del
tratamiento. Concluimos que la denervacién quimica simpatica neonatal no tiene
efecto en la respuesta inmune al cancer de mama inducido experimentalmente en la
edad adulta de ratones BALBI/c.
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ABSTRACT

Sympathetic nerves innervate primary (bone marrow and thymus) and secondary
(spleen and lymph nodes) lymphoid organs. Some immune cells, such as T
lymphocytes, B lymphocytes, NK cells and macrophages, express a and 3 adrenergic
receptors. Their stimulation regulates cell development, survival, proliferation,
circulation, traffic for immunological surveillance, cell recruitment, and chemokine and
cytokines expression. In regard to cancer and nervous system interaction, it is known
that the autonomic nervous system regulates gene expression in primary tumours and
tumour microenvironment. However, little is known about the role of the sympathetic
innervation in immune response towards a tumor, specifically breast cancer tumors.
Our laboratory, is interested in defining the role of the sympathetic nervous system on
the immune response against breast cancer tumors. Thus, we performed specific
chemical sympathectomy, which consists of peripheral nerve endings elimination with
a neurotoxin that acts on noradrenergic neurons during the neonatal stage. Moreover,
the anti-tumor immune response in adulthood was determined. Results showed no
significant differences in cellular populations, cytokine production nor tumour size,
weight and volume regardless of treatment. We conclude that neonatal sympathetic
denervation has no effect on the immune response against experimentally induced

breast tumors in adulthood in BALB/c mice.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer de mama

El cancer de mama es la principal causa de cancer en las mujeres y ocupa el
segundo lugar en incidencia a nivel mundial. En 2012 se presentaron 1,7 millones de
nuevos casos y 0.5 millones de muertes por cancer segun la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS)*.

Se trata de un conjunto de enfermedades multifactoriales'?, caracterizadas por
alteraciones en la muerte y division celular® que desencadena la aparicion,
proliferacion y diseminacion incontrolada de células. Estas invaden tejidos
circundantes y asi forman masas tumorales, también puede haber invasién de tejidos
distantes sanos mediante un proceso llamado metastasis (OMS 2017). Actualmente,
la OMS reconoce mas de 20 diferentes subtipos de cancer de mama®. En la patogenia
del cancer de mama, los factores de riesgo mas importantes son el sexo, las

alteraciones genéticas, el ambiente, la edad y la obesidad®.

1.1.1 Epidemiologia en México

El cancer de mama es la segunda causa de muerte en mujeres, solo después
del cancer cérvico-uterino®. En 2014, del total de casos diagnosticados de cancer, el
19.4% correspondieron a cancer de mama, mientras que en 2015, la incidencia fue
de 14.8 casos nuevos por cada 100,000 personas y se presenta principalmente en
mujeres de entre los 30 a 50 afios con un pico entre los 45-49 afos (INEGI, centro

Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva, SSA).

1.1.2 Generalidades del cancer de mama

Los tumores de glandula mamaria tienen poblaciones celulares heterogéneas®.
El microambiente tumoral, esta constituido por matriz extracelular (ECM) y células

estromales (células endoteliales y células del sistema inmune, fibroblastos y
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adipocitos). En el cancer de mama, los fibroblastos se asocian a la progresion tumoral

y a la resistencia terapéutica.

El cancer de mama se puede clasificar con base en sus caracteristicas clinicas
y expresion de marcadores’. Respecto a esta Ultima clasificacién, se encuentran los

sarcomas Yy los carcinomas.

Los sarcomas son tumores de origen mesenquimatoso, que constituye parte del
tejido conjuntivo. ElI mas frecuente es el fibrosarcoma, de crecimiento rapido y de mal
prondstico, ya que es altamente invasivo Yy metastasico. Este tipo de cancer,

solamente representa el 1% de todos los casos de tumores de mama malignos®.

Los carcinomas provienen de células epiteliales, y se clasifican en dos tipos de
cancer: el carcinoma ductal y el carcinoma lobular’, y se caracterizan por ser lesiones
peri-invasivas, que se encuentran en el arbol ductal-lobular de la gldndula mamaria,
mientras que la membrana basal de los conductos y los I6bulos se encuentran
intactas, siempre y cuando no haya invasion de células cancerosas®. Si se trata de
un carcinoma localizado, se le denomina carcinoma in situ; mientras que, si se

encuentra diseminado, se le considera carcinoma infiltrante®.

Una particularidad de los tumores de glandula mamaria, es que sufren un
proceso llamado Transicion epitelio mesenquimal (EMT), se define por la pérdida de
caracteristicas epiteliales y adquisicion de un fenotipo mesenquimal, a través de la
disrupcién de las uniones intracelulares y la pérdida del contacto célula-célula. Esto

se asocia con agresividad invasividad y metastasis®®.

1.2 Control inmunoldgico del cancer de mama

El microambiente tumoral, es una compleja red de distintos tipos celulares?©,
incluidas las células de sistema inmune!? las cuales ejercen su accion protectora anti-
tumoral. Sin embargo, las masas tumorales pueden generar mecanismos de evasion
del sistema inmune que favorecen su proliferacion, crecimiento, invasividad y
metastasis. A continuacion, detallaré las células del sistema inmunitario involucradas

en el control de tumores mamarios.
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1.2.1 C¢élulas asesinas naturales

Las células asesinas naturales (NK), reconocen y controlan a las células
tumorales'?13 sin necesidad de contacto previo. Forman parte del sistema inmune
innato, que se caracteriza por su reconocimiento inespecifico con restriccion de las
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase | (MHC-I) y
clase Il (MHC-11)1L,

Estas células, reconocen a las moléculas del MHC clase | y clase Il a través
de sus receptores de inhibicién y de activacion. Las células tumorales activan a las
células NK de distintas formas: 1) reducen la expresion de las moléculas del MHC-I;
2) por repertorio incompleto de estas moléculas en la superficie membranal!; y 3)
expresion de sefales de estrés a través de las moléculas del MHC-1 no presentes en
células normales!®. Las células NK, en el contexto de la respuesta inmune
antitumoral, tienen dos funciones: 1) eliminacién de las células tumorales mediante
citotoxicidad; y 2) activacion de otras poblaciones inmunes como las células
dendriticas, linfocitos y otras células NK. La funcién citotéxica de las células NK,
ocurre a través de distintos mecanismos, como la activacién de receptores de muerte
en las células tumorales (FasL) y la secreciéon de perforinas y granzimas?!® que
inducen la formacion de cuerpos apoptoticos que las células dendriticas fagocitaran
(Figura 1.1).

Por otro lado, las células NK también participan en la maduracion y migracion
de las células dendriticas (CD), lo que lleva al aumento en la presentacion de

antigenos a los linfocitos T16.

Adicionalmente las células NK, producen citocinas (Figura 1.1) de manera
controlada que potencian sus propios mecanismos citotdxicos, los cuales controlan
la progresion tumoral'>. Las citocinas producidas por las células NK son
principalmente interleucina 2 (IL-2), interleucina 8 (IL-8), factor de crecimiento tumoral
B (TGF-B) e interferén gamma (IFN-y)'® que modulan la actividad de los linfocitos T,

a las propias células NK y a las células dendriticas?®?.

18



1.2.2 C¢élulas dendriticas

Las células dendriticas (CD) son células presentadoras de antigenos
profesionales (CPA)Y que comunican al sistema inmune innato con el sistema
inmune adaptativo. Presentan antigenos a los linfocitos T y B para su posterior
activacion mediante la produccion de citocinas'®. EI mecanismo por el cual se lleva a
cabo la presentacién de antigenos, inicia mediante distintas vias: 1) la clasica, a
través de las moléculas del MHC-I y MHC-Il y 2) la no clasica, por medio de las

moléculas CD1! que regulan la respuesta inmune adaptativa?®.

La activacion de las CDs comienza por sefales inflamatorias o por patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs)!!, producidas por las células tumorales y los
cuerpos apoptoticos, generados por la accion citotdxica de las células NK; este
ambiente pro-inflamatorio favorece la maduraciéon de las CDs'®. Posteriormente, las
CDs migran a los ganglios linfaticos periféricos, procesan y presentan antigenos
tumorales especificos a los linfocitos T2 ya sea mediante las moléculas MHC-II,
gue activan a los linfocitos T cooperadores; o a través de las moléculas del MHC-I,

para los linfocitos T citotdxicos (Figura 1.1)%°.

Por otro lado, las CDs también producen citocinas, tales como la IL-2, la IL-
12, y la IL-15, que activan y promueven la proliferaciéon y la funcién efectora de las
células NK, los linfocitos T y los linfocitos B (Figura 1.1); que a su vez, potencian la
respuesta inmune innata y adaptativa. Adicionalmente, estas células expresan
moléculas de co-estimulacion para los linfocitos T, tales como el CD80/86, el CD28,
y el CD40, que promueven la maduracion de las propias CDs y a la activacion de los

linfocitos T11.

1.2.3 Macroéfagos (M)

Los macréfagos son células que residen en todos los tejidos del organismo, a
donde participan en la homeostasis del organismo. Son células fagociticas que
expresan en su membrana receptores para Fcy, que se unen a la porcion Fc de la

inmunoglobulina G (IgG), que promueven la fagocitosis?!. Ademas, son la primera
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linea de defensa contra agentes patégenos??. Los macréfagos, comunican al sistema
inmune innato con el sistema inmune adaptativo y se consideran CPAs

profesionales??.
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Figura 1.1 Control inmunoldgico del cancer de mama, inmunovigilancia e inmunoescape. Las
células NK reconocen a las células tumorales y ejercen su accion citotdxica a través de perforinas y
granzimas que generan cuerpos apoptéticos y producen citocinas proinflamatorias como IFN-y. Las
células dendriticas fagocitan a los cuerpos apoptéticos y migran a los ganglios linfaticos cercanos al
sitio del tumor, ahi presentan antigenos a los linfocitos T cooperadores y a los linfocitos T citotoxicos
que se dirigen al sitio del tumor para ejercer su accion antitumoral. Por otro lado, las células tumorales
producen citocinas antiinflamatorias como TGF-[3, lo que genera CD anérgicas, induccion del fenotipo
regulador de los linfocitos T y polarizacion de macréfagos hacia TAMs, que producen mas TGF-(, IL-
10 e IL-4 lo que favorece un microambiente protumoral. NK: células asesinas naturales, CD: células
dendriticas, TCD4: linfocitos T CD4+, TCDS8: linfocitos T CD8+, Th: linfocitos T cooperadores, CTL:
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linfocitos T citotoxicos, iTreg: linfocitos T reguladores inducidos, TAM: macréfagos asociados a
tumores, M@: macréfagos, Perf: perforinas, Granz: granzimas, IFN-y: interferébn gamma, TGF-3: factor
de crecimiento tumoral, TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa, VGEF: factor de crecimiento vascular
endotelial, ROS: especies reactivas de oxigeno, IL: interleucina, PLN: ganglios linfaticos periféricos
(del inglés peripheral lymph nodes). Modificada de Nava-Castro et al 20142,

Como ya se mencion6 con anterioridad, las células tumorales se encuentran
desreguladas?® y presentan caracteristicas de estrés como hipoxia y muerte celular?3.
Ambos procesos alteran la homeostasis del tejido donde se presentan. Los
macréfagos reconocen y fagocitan a los cuerpos apopéticost? y posteriormente
migran hacia los ganglios linfaticos cercanos donde maduran y presentan los
antigenos tumorales especificos a los linfocitos T cooperadores para activar su

funcion efectora anti-tumoral (Figura 1.1).

Adicionalmente, los macréfagos son células productoras de citocinas. Sin
embargo, esta caracteristica se encuentra polarizada por el tipo de estimulo que los
activa??; la activacion clasica o M1 y la activacién alternativa o M2. Los macréfagos
M1 se estimulan con citocinas Thl como IFN-y y TNF-a o por patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) o sefiales de dafio enddgenas; estos macréfagos
M1 producen citocinas pro-inflamatorias como IL-1p3, IL-12 y TNF-a; mientras que los
M2 se activan por citocinas del tipo Th2 como IL-4 e IL-13 lo que promueve la sintesis

de citocinas antiinflamatorias como IL-1012.22.24,

1.2.4 Linfocitos T

Los linfocitos T son células de sistema inmune adaptativo!! que se activan por las
CPAs profesionales?®. Estos linfocitos se clasifican, principalmente, en dos grandes
categorias: a) los linfocitos T CD4+ o linfocitos T cooperadores (Th) y b) los linfocitos
T CD8+ o linfocitos T citotéxicos* (CTL). Los linfocitos Th se activan por el
reconocimiento de antigenos presentados por las CPAs a través de las moléculas del
MHC-II, mientras que los CTL reconocen antigenos expresados en las moléculas del

MHC-12°. Cabe mencionar que los CTL dependen de la actividad de los linfocitos Th
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para ejercer su funcién efectorall. Los linfocitos forman parte de las células inmunes
gue se encuentran en los infiltrados tumorales y son de gran importancia en el control

inmunoldgico del cancer?®.

1.2.4.1 Linfocitos T cooperadores

Como ya se menciond, los linfocitos T cooperadores se activan por las células
dendriticas (Figura 1.1), esta activacion se lleva a cabo en los ganglios linfaticos,
donde residen los linfocitos T, cercanos al sitio del tumor. La principal funcién efectora
de estos linfocitos es la produccién de citocinas (Figura 1.1), las cuales ayudaran a
otros tipos celulares a activarse. Actualmente, se conocen principalmente tres tipos
de linfocitos T cooperadores (Thl, Th2 y Th17)!?; sin embargo se conocen también
los linfocitos Th926 y Tfh?’,

1) Linfocitos Thl: producen principalmente TNF-a, INF-y e IL-12, este subtipo
celular ejerce citotoxicidad en las células tumorales e induce inmunidad
mediada por células?®. También recluta a los CTL, células NK y a macréfagos
tipo 1 al sitio del tumor?®.

2) Linfocitos Th2: producen principalmente IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estos linfocitos
tienen poca capacidad antitumoral, respecto a los Thl. Sin embargo, su accion
frente a células tumorales es mediante la induccién de necrosis tumoral 28,

3) Linfocitos Th17: producen principalmente IL-17, IL-17F, IL-6, IL-22 y TNF- a'?,
Reclutan DC y activa a los CTL especificos antitumorales?®. Sin embargo,
tienen un efecto dependiente de la estimulacion a la cual estén sometidas como
las citocinas o el tipo de tumor?®, es decir, en el microambiente donde se
encuentren.

4) Linfocitos Th9: promueven la supervivencia y reclutamiento de las DC en el
tumor, promueven la diferenciaciéon de los CTL?6.

5) Linfocitos Tfh: estan asociado la produccién de CXCL13, también podrian estar

involucrados en la generacién de células de memoria?’.
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1.2.4.2 Linfocitos T citotdxicos

Particularmente, en el cAncer de mama, la presencia de estos linfocitos en los

infiltrados tumorales se asocian con un mejor prondéstico y supervivencia?®30:31,

Al igual que los linfocitos Th, los CTL requieren la activaciéon por medio de las
células dendriticas, via presentacion cruzada, que se caracteriza por la presentacion
de antigenos tumorales por medio de las moléculas del MHC-I. Se consideran de
suma importancia en la inmunidad adaptativa antitumoral®® ya que reconocen

antigenos tumorales especificos presentes en las células cancerosas3..

Los linfocitos citotoxicos efectores, después de activarse, migran al sitio de
tumor donde llevan a cabo su actividad citotoxica y producen citocinas (figura 1.1),
principalmente IFN-y, que inhibe el ciclo celular, la apoptosis y la induccion de la
actividad antitumoral de los macréfagos®, al igual que las células NK, los CTL

inducen apoptosis a través de la accion de perforinas y granzimas®.

1.2.5 Linfocitos B

Los linfocitos B son células inmunes adaptativas, que diferenciadas hacia
células plasmaticas, se encargan de la produccion de anticuerpos, reconocen
antigenos a través del receptor de linfocitos B (BCR) que pertenece a la familia de
las inmunoglobulinas (lgs), es decir, son Igs de membrana de tipo IgM32. Los linfocitos
B también actian como CPAs que producen citocinas y expresan moléculas co-
estimuladoras como CD80, CD86 e ICOS que activan a los CTLs y los linfocitos Th??.
La activacion de los linfocitos B promueve la liberacion de citocinas que favorecen el

reclutamiento de las células inmunes innatas para eliminar a las células dafiadas®:.

En la inmunopatalogia del cancer, los linfocitos B participan en la produccion de
anticuerpos contra antigenos tumorales, los cuales se consideran autoantigenos?!?.
Los anticuerpos reconocen al antigeno presente en la superficie de célula tumoral y
a través de mecanismos como citotoxicidad dependiente de anticuerpo o activacion

del complemento, eliminan dichas células3*.
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1.3 Inmunovigilancia —inmunoedicion —inmunoescape

En el control inmunoldgico del cancer, existen mecanismos que controlan la
progresion de los tumores mediante la inmunidad innata y adaptativa, que generan
células con funciones efectoras especificas contra las células tumorales, mediante

un proceso denominado inmunovigilancia, descrito anteriormente (seccién 1.2).

Sin embargo, durante este proceso, se lleva a cabo la edicion y seleccion de
estos antigenos tumorales, lo que provoca la disminucién de antigenicidad de las
células cancerosoas y disminucién de la respuesta inmune. Este mecanismo se
conoce como inmunoedicién o inmunoseleccion, y provoca que las células tumorales
adquieran mecanismos de evasion de la respuesta inmune vy, finalmente, escapen a
la accion de las células inmunes, generan progresion, proliferacion y finalmente

metastasis; este proceso se conoce como inmunoescape?®.

Los mecanismos de evasion de la respuesta inmune se generan en diversos
tipos celulares, como las células NK, las CD, los macréfagos, los linfocitos Th, los
CTLs. Ademas, las células tumorales producen citocinas anti-inflamatorias como la
IL-10 y el TGF-B, que modulan la respuesta inmune, disminuyéndola. Esto a su vez,
promueve un ambiente pro-tumoral (Figura 1.1), caracterizado, por la presencia de
citocinas y otros factores solubles que favorecen el crecimiento del tumor.
Adicionalmente, sintetizan otros factores solubles como factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF), prostaglandina E2, Fas y FasL, entre otras?®.

A continuacion se resumen los mecanismos de evasion mas importantes
(revisado en Zitvogel et al 2006, Rabinovich et al 2007, Kim et al 2007, Vinay et al
2015, Grabrilovich et al 2014 16:35-38):

) Las células tumorales disminuyen su antigenicidad, por la regulacion a la
baja de la maquinaria de procesamiento de antigenos que afecta a las
moléculas del MHC-I®’, asi como la capacidad de sefializacién por factores
solubles como el IFN-y. Ademas, en la inmunomodulacion, las células

tumorales expresan B7-H1, una molécula tipo inmunoglobulina que se
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)

10)

V)

V)

expresa en células cancerosas®; que genera apoptosis en los linfocitos
T49,

Los factores solubles producidos por el tumor generan el reclutamiento de
células mieloides supresoras (CMS) de tumores e impiden su
diferenciacion hacia células dendriticas. Ademéas las CMS inhiben la
funcion efectora anti-tumoral de los linfocitos T y favorecen la anergia®®-38,
Por otro lado, las CDS plasmacitoides (CDp), promueven la diferenciacion
de los linfocitos T virgenes, CD4+ y CD8+, hacia un fenotipo Th23%. Otro
factor soluble que favorece el microambiente tumoral es el VEGF, el cual
recluta células mieloides inmaduras como macréfagos*t y células
dendriticas inmaduras (CDi)?6.

Los TAMs promueven la angiogénesis, inmunosupresion, invasion y
metastasis, es decir, se vuelven pro-tumorales. Tienen un fenotipo
parecido a M2 que secretan factores solubles como VEGF, que permiten
la vascularizacion de los tumores?2. También sintetizan IL-1, TNF-a, e IL-
6. que incrementan las metastasis®>. Ademas, promueven la
extravasacion, supervivencia y crecimiento de las células tumorales
durante los procesos metastasicos*3.

Los linfocitos T reguladores, son de suma importancia en la regulacion de
la respuesta inmune. Particularmente, se han asociado a disminucion de
la respuesta inmune en contra de los tumores, y favorecen un
microambiente pro-tumoral por la produccion de factores solubles anti-
inflamatorios. Estos se encuentran en la circulacion, y dentro del
microambiente tumoral, donde se reclutan por accién de la quimiocina
CCL-22. La produccion de moléculas de inhibicion por parte de los
linfocitos T reguladores, como CTLA4, generan el factor indolamina 2,3-
dioxygenasa (IDO) que disminuye el triptéfano y producen finalmente, la
muerte y disminucion de las células T3536,

La estimulacion prolongada de los linfocitos T virgenes por parte de las CD
inmaduras, induce el desarrollo de un fenotipo anérgico en las células T.

Por otro lado, los linfocitos T, al ser estimulados con TGF- (producido por
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las células tumorales y otros tipos celulares) promueve la induccién hacia
un fenotipo regulador?”’.

VI)  Los linfocitos T citotéxicos especificos, sufren deterioro funcional por la
produccion de citocinas anti-inflamatorias por parte de las células
tumorales como TGF-B336¢, que se caracteriza por la falta de actividad
cititotéxica asi como tolerancia hacia los tumores3®.

VIl) Las células NKT (células NK de origen linfoide) expresan el receptor de los
linfocitos T (TCR). Estas células, sintetizan a la IL-13, que suprime a los
CTLs y ademas activan a las CMS que sintetizan TGF-8, que a su vez
suprime de igual manera a los CTL38,

VIII) Dentro de los factores solubles, el VEGF promueve la angiogénesis,
lifoangiogénesis, migracién e invasion#4. Otro factor soluble que promueve
la progresion y diseminacion del cancer de mama, es el TGF-f, debido a
gue induce la transicion epitelio mesenquimal tipo Il que se caracteriza por

ser un fenotipo invasivo*.

1.4 Sistema nervioso simpatico y sistemainmune

El sistema nervioso simpético (SNS) es una de las tres subdivisiones
anatomicas del sistema nervioso autbnomo (SNA). Se encarga de las respuestas de
estrés inmediato (lucha o huida) en caso de que el organismo detecte situaciones de

peligro.

La noradrenalina (NA), junto con la adrenalina (A), también llamadas
norepinefrina (NE) y epinefrina (E) respectivamente, son los principales mediadores
de las neuronas del SNS, y conjuntamente con la dopamina se les conoce como
catecolaminas. Se derivan del aminoacido L-tirosina (figural.2)*®. Las catecolaminas,
tienen un grupo catecol, es decir, un anillo de benceno con dos grupos hidroxilo
adyacentes, y una cadena lateral amino (Figura 1.2)*. La noradrenalina y la
adrenalina, ejercen su efecto a través de la unién a los receptores adrenérgicos.
Existen dos tipos de receptores adrenérgicos, los alfa-adrenérgicos (a-AR) y los beta

adrenérgicos (B-AR), que estan acoplados a las proteinas G tipicas. Se sabe que el
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receptor a-AR, consta de dos subtipos de receptores (a1 y az). Mientras que el B-AR,
tiene tres subtipos de receptores (B1, B2 y B3)*. Estos receptores se distribuyen
ampliamente en el organismo. Algunos de los 6rganos inervados por el SNS son los
del sistema inmune*’#8, De igual manera, las células encargadas de la vigilancia y
proteccion inmunoldgica, expresan en su membrana receptores del sistema

adrenérgico, en su mayoria del tipo B2*’.

Tirosina COOH Wosliic DOPA itoou
HO
CHy— CH— NH, hickoxhiasa CHy— CH— NH,
Paso lirdtante
HO de 1o velocidod HO
de la sintesls DOPA
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4O ?“ Dopamina -
- xilasa
CH = CH, = NH, p-hido CHy— CHy— NH,
HO HO

Feniletanclamina
N-metiltransterasa

Adrenalina
OH
HO
CH — CH; —— NH— CH,
HO

Figura 1.2 Bosintesis de las catecolaminas. La enzima tirosina hidroxilasa (paso limitante en la
sintesis de catecolaminas) cataliza la reaccién de L-tirosina a DOPA adicionando un grupo —OH,
posteriormente esta es convertida en dopamina por accién de la enzima DOPA descarboxilasa, que
elimina el acido carboxilico. Una vez formada la dopamina, la enzima dopamina p-hidroxilasa la
transforma en noradrenalina, por adicion de un grupo —OH. Finalmente la conversién de noradrenalina
en adrenalina, se da por la adicion de un grupo metilo por accién de la enzima feniletanolamina N-

metiltransferasa. Modificado de Rang et al 20084.
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1.4.1 Innervacidn simpética del sistema inmune

Se sabe que los nervios simpaticos inervan érganos linfoides primarios (médula
0sea y timo) y secundarios (bazo y noédulos linfaticos) (Figura 1.3). Estos nervios
liberan noradrenalina, y dentro del microambiente modulan la funcionalidad de las

células del sistema inmune (Figura 1.3)%49.

retroalimentacion / ERE }\ retroalimentacion
proveniente de

sensorial proveniente

de tejidos tejidos inmunes

SISTENIA NERVIOSO SIMPATICO

noreplnefrlna
meédula dsea timo ganglios Innfatlcos bazo
\ J | J
| |

Organos linfoides Organos linfoides
primarios secundarios

receptores adrenérgicos

e

CELULAS
\_ INMUNES

Figura 1.3 Interaccion sistema inmune — sistema nervioso simpéatico. El sistema nervioso
simpatico inerva los drganos linfoides, se estimula por el sistema nervioso central, ejerce su funcion
sobre tejidos linfoides primarios y secundarios y finalmente sobre las células del sistema inmune que

expresan receptores ya sea a-AR o B-AR. Modificado de Janig 2014,
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1.4.1.1 Organos linfoides primarios

Dentro de la médula ésea se lleva a cabo la hematopoyesis, regulada por la
sefalizacion nerviosa. La médula 6sea esta inervada por el SNS, las fibras simpéaticas
eferentes ingresan a los huesos largos a través de los vasos sanguineos en los
canales de Haversian y Volkmann, que se distribuyen en la médula ésea, y se
encuentran en estrecha interaccion con las células del estroma y las células
hematopoyéticas*®°152, Las células hematopoyéticas a su vez, expresan en su
mayoria receptores del tipo B2-adrenérgico*’. En el microambiente de la médula 6sea,
la innervacién simpatica, regula que las células madre hematopoyéticas se auto-
renuevan: tamafo del repertorio celular, la diferenciacion, asi como el ingreso y

egreso de las células sanguineas maduras®’.

Por otro lado, el timo es el 6rgano donde se lleva a cabo la diferenciacion y
maduracién de los linfocitos T. Este 6rgano se encuentra ampliamente inervado por
el SNS, los nervios simpaticos ingresan al timo, junto con los vasos sanguineos, como
plexos nerviosos densos. Los cuales se dirigen, en menor densidad, hacia la corteza
externa e interna del timo donde interactian con las células del estroma®?°3. En el
timo, el SNS regula algunos procesos importantes como: el ingreso de las células
madre hematopoyéticas progenitoras, la proliferacion y la maduracion de timocitos,
el re-arreglo del receptor de linfocitos T y la selecciéon positiva y negativa de los

mismos linfocitos T47.

1.4.1.2 Organos linfoides secundarios

El bazo se encuentra inervado simpaticamente en un 98%°>4. Esta inervacion,
se desarrolla de manera posnatal. Ingresa a través del plexo peri-vascular junto con
la arteria esplénica y llega hasta la pulpa blanca*®:°3. Las zonas marginales y para-
foliculares, también presentan innervacion simpatica. De igual manera, las fibras

simpaticas inervan a la pulpa roja®?.

Respecto a los ganglios linfaticos, la innervacion simpatica, al igual que en el

bazo, ingresa a traves los vasos sanguineos y linfaticos hacia las regiones corticales
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y paracorticales*®. Sin embargo, el origen de los nervios simpaticos que los inervan
no se ha estudiado ampliamente, es probable que exista una inervacion regional. Los
nervios simpaticos ingresan a los ganglios, junto con los vasos sanguineos, en el
hilus y terminan como plexos sub-capsulares o peri-vasculares en los cordones
medulares, mientras que en la zona medular, las fibras nerviosas se asocian a los
vasos sanguineos y linfaticos e ingresan a regiones para-corticales; las cuales llegan
hasta regiones ricas en linfocitos T pero no a las regiones donde residen los linfocitos
B5253, Por otro lado, se consideraba al sistema nervioso central, como un sistema
gue carecia de vasos linfaticos; sin embargo, Louveau et al reportaron la presencia
de vasos linfaticos funcionales en los senos durales dentro del sistema nervioso

central®®.

1.4.2 Sefalizacion adrenérgica en las células del sistema inmune involucradas

en el control del cancer de mama

Algunas células del sistema inmune, como los linfocitos T, los linfocitos B, las
células NK y los macrofagos, expresan receptores a y 3 adrenérgicos (mediante los
cuales ejercen su efecto la adrenalina y la noradrenalina). La estimulacion de los
receptores adrenérgicos en las células del sistema inmune, regula el desarrollo
celular, supervivencia, capacidad de proliferacion, circulacién, el trafico para la
vigilancia inmunoldgica y el reclutamiento. Ademas, dirige la expresion de moléculas
de superficie y la sintesis de citocinas, quimiocinas y enzimas involucradas en la

sintesis de prostaglandinas?®’.

La innervacion de 6rganos linfoides secundarios modula la respuesta inmune,
regula a la baja, la migracion de linfocitos hacia los tejidos y modifica la capacidad de
respuesta de los receptores quimioatrayentes®®, asi como la disminucién de interferén
tipo 1 (Tabla 1.1)>" y favorece la inmunidad humoral a través de la transcripcién de
citocinas de los tipos Th2 y Th17 (Tabla 1.1)%’. Sin embargo, la sefalizacion B-
adrenérgica suprime la accién citotéxica de los linfocitos T y de las células NK y la

funcion de las células dendriticas®8:>°.
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1421 Las células NK

Las células NK expresan receptores adrenérgicos del tipo a1, az y B2. La
estimulacién de estos receptores, modifica su funcionalidad. Respecto a la activacion
de los receptores B2, se han asociado al incremento de AMPc intracelular®2, También,
se ha reportado que la sefializacién de este receptor, disminuye la citotoxicidad y la
adhesion a células endoteliales (Tabla 1.1)%061, La activacién de las células NK a
través de sus receptores adrenérgicos (especificamente del tipo ), produce efectos
gue dependen del tipo de activacion, ya sea aguda o cronica: la activacion aguda
aumenta la presencia de las células NK en el torrente sanguineo, mientras que la
activaciéon cronica disminuye su presencia, asi como su capacidad citotoxica y la
sintesis de citocinas (Tabla 1.1)*’. Por otro lado, la sefalizacién del tipo a-AR

incrementa la citotoxicidad a través de las vias PLC y PKA®2,

1.4.2.2 Macréfagos

Los macréfagos expresan receptores adrenérgicos del tipo a2 y B2°2. La
estimulacién de los receptores 32, incrementa la concentracion del AMPc, asi como
la inhibicion de los canales de K* dependientes de Ca?* %3, Esta activacion, disminuye
la produccion de IL-12 (Tabla 1.1)*'. En este sentido, la activacién de los receptores
B2, suprime la produccion de IL-1, IL-6 y TNF-a mediada por LPS (Tabla 1.1). Sin
embargo, en ausencia de un estimulo pro-inflamatorio, la sintesis de IL-1B e IL-6
aumenta por accion de los agonistas de los receptores B-adrenérgicos®*. Por otro
lado, la activacion de los receptores a-AR, aumenta la actividad de los macréfagos
(la quimiotaxis, la fagocitosis®® y la sintesis de TNF-a). En general, la sefializacion a
través de este receptor, potencia las funciones efectoras de los macréfagos (Tabla
1.1).
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Tipo celular

Células NK

Macréfagos y
Células

dendriticas

Linfocitos ThO

Linfocitos Thl

Linfocitos Th 2

Linfocitos Th 17
Linfocitos T

reguladores

Linfocitos T

citotoxicos

Linfocitos B

a:-AR

Funcién

B2-AR

Sistema inmune innato

1 Citotoxicidad

1 Liberacibn al torrente sanguineo
relacionada con antigeno o estrés agudo

| Liberaciébn al torrente sanguineo
relacionada con estrés crénico

| Sensibilidad para eliminar células
tumorales

| Capacidad para matar células infectadas
con virus

| Produccion de perforinas, granzimas, IL-
12, IFN-y e IFN-a

Sistema inmune adaptativo

T Quimiotaxis

1 Procesamiento y presentacion

de antigenos

T Maduraciébn y migracion a

ganglios linfaticos
1 Fagocitosis
1 Secrecion

proinflamatorias

1 Produccién de IFN-y

1 Produccién de IL-10 mediada por LPS

| Produccion de TNF-a e IL-12 e IL-6
mediada por LPS

| Produccion de moléculas de superficie: |-
Cam, CD40 y CD14 mediada por LPS

1 Diferenciacion hacia Th2
| Diferenciacién hacia Thl
| Produccién de INF-y

| Produccién de IL-12

1 Inmunidad humoral*

1 Produccién de IL-10*

| Diferenciacién hacia Th1*
| Produccion de IL-17A

1 Produccién de TGF-B e IL-10

| Citotoxicidad

| Desarrollo de CTL de memoria

| Produccién de TNF-a

1 Diferenciacion hacia células plasmaticas

1 Inmunidad humoral
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Tabla 1.1 Expresion y funcion de los receptores B-AR en las células del sistema inmune. Las
células de sistema inmune expresan receptores del sistema adrenérgico, en su mayoria del tipo 2.
Se muestran los efectos que tiene la activacién de los receptores. La flecha hacia arriba (1) indica un
efecto positivo mientras que la flecha hacia abajo (]) muestra un efecto negativo. (*) Efecto indirecto ya
que no se expresa el receptor en los linfocitos Th2%. Datos tomados de Bellinger y Lorton 2014, Elenkov et
al 2000 y Marino y Consentino 2013475367,

1.4.2.3 Células dendriticas

La actividad de las células dendriticas, se modula por: la accion de los
receptores adrenérgicos y por la activacién con sus agonistas endégenos, como la
noradrenalina®. De la misma manera que en los macréfagos, la activacion de los
receptores B-adrenérgicos disminuye la liberacion de citocinas pro-inflamatorias por
parte de las células dendriticas®®. La activacion de estos receptores, produce una
disminucién de la funcionalidad de las CDs (Tabla 1.1). Una funcion efectora
importante que disminuye, es la presentacion cruzada: se ha observado que la
activacion, especificamente del receptor 32, disminuye la capacidad de las CDs de
presentar antigenos a los linfocitos T citotdxicos a través de las moléculas de MHC-
|, esto se debe a la degradacion fagosémica de los antigenos. Por otro lado, la
sefalizacion del a2-AR promueve la capacidad de fagocitar antigenos en las CD®, es
decir, la activacion del receptor adrenérgico B2 podria promover la funcion efectora

de este subtipo celular.

1.4.2.4 Linfocitos T cooperadores

Los linfocitos T cooperadores se diferencian principalmente en dos tipos: Thl
y Th2, dependiendo del tipo del microambiente en el que se encuentren. Actualmente
se sabe que, los linfocitos T expresan receptores del sistema adrenérgico,
especialmente del tipo B272. Especificamente, los linfocitos Thl expresan
receptores del sistema adrenérgico®®. La activacion de estos receptores en los
linfocitos Thl, genera la acumulacién de AMPc lo que disminuye la capacidad de
proliferacién’? e inhibe la produccién de IL-12, IL-3 e IFN-y en los linfocitos T (Tabla
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1.1)"374, También se ha observado que la sefalizacion B2-adrenérgica, disminuye el
trafico de los linfocitos T de los ganglios linfaticos, y por lo tanto, su reclutamiento en

los sitios blanco®®.

Respecto a los linfocitos Th2, estos no expresan receptores del sistema
adrenérgico®. No obstante, se observan efectos en la sintesis de citocinas Th2, es
decir, el receptor B-adrenérgico, a través de otras células del sistema inmune, como
las células dendriticas, induce la sintesis de citocinas en los linfocitos Th2.
Adicionalmente, la sefializacion adrenérgica en los linfocitos T virgenes, promueve la

diferenciacion hacia un perfil Th2, mientras que suprime a los linfocitos Th174.

1425 Linfocitos T citotoxicos

De la misma manera que los linfocitos T cooperadores, los linfocitos T
citotéxicos expresan receptores B-adrenérgicos. Los CTL de memoria expresan en
mayor nimero este receptor, en comparacion con los CTL virgenes’®. La sefializacion
adrenérgica en estos linfocitos se asocia con una disminucidon en la actividad
citotoxica’®, asi como una baja diferenciacion hacia linfocitos T citotoxicos de
memoria*’ en ratones. Sin embargo, en humanos, los resultados obtenidos muestran
qgue el incremento de noradrenalina produce aumento en el nimero de linfocitos T
citotoxicos, lo cual se revierte al administrar un antagonista de los receptores (3-

adrenérgicos’”.

1.4.2.6 Linfocitos B

Los linfocitos B expresan en su superficie celular receptores 3 adrenérgicos.
La sefalizacion de este receptor, genera la acumulacion intracelular del AMPc, pero
no se pueden generalizar los efectos de esta acumulacion sobre los linfocitos B, ya
gue su activacion depende del tipo de estimulo’?. Asimismo, se ha observado que
esta sefializacion incrementa la sintesis de anticuerpos’’ (Tabla 1.1). Por otro lado,
la expresién de moléculas co-estimuladoras, se regula positivamente por la accién

de los receptores adrenérgicos en los linfocitos B4":78,
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1.5 Céancer de mamay su relacion con el SNS

Algunas lineas celulares’, y células tumorales provenientes de tumores de
glandula mamaria humanas, expresan receptores del sistema adrenérgico®®8l, Estos
receptores son principalmente del tipo B, mediante los cuales ejercen efectos
proliferativos y de invasion/agresividad (figura 1.4)82-84, Se ha asociado, que la
sefializacion a través de los receptores 32-adrenérgicos, promueve la progresion de
tumores en modelos animales sometidos a condiciones estresantes®-87. Mientras
gue el bloqueo de estos receptores, tiene efectos benéficos en la recurrencia de
cancer de mama y la metastasis®®. Por otro lado, las células tumorales producen
factores neurotréficos, que favorecen el crecimiento de fibras nerviosas que inervan

el tumorss,

1.5.1 Innervacién simpética tumoral

La innervacién simpatica que se presenta en los tumores, en asociacion con la
vasculatura®®, entran al tumor y ocasionalmente irradian el parénquima del tumor®-°t
(Figura 1.4). El tejido sano que se encuentra alrededor del tumor, funciona como
fuente de fibras nerviosas simpaticas, que infiltran el perimetro de los tumores en
crecimiento®?, posiblemente en respuesta a factores neurotréficos expresados por las
células tumorales como el factor de crecimiento nervioso (NGF)& y el factor de
crecimiento derivado del cerebro (BDNF)%.

Por otro lado, el contenido de catecolaminas dentro de los tumores, se debe a
la inervacion simpéatica local®®°, ya que los niveles de noradrenalina en plasma
son menores®3, La exposicion a estresores, y la consecuente activacion del SNS, que
promueve la liberacion de noradrenalina dentro de los tumores (Figura 1.4), podria
regular la progresion de los tumores®°. Por lo tanto, la infiltracion por fibras nerviosas,
es una caracteristica del microambiente tumoral, y esta asociado con la agresividad
del tumor, e implica la produccién de NGF por las células cancerosas®?

En estudios donde los animales son sometidos a aislamiento social (similar al
tipo de estrés y depresion severa que experimentan las pacientes con cancer de

mama), han relacionado al estrés con el incremento en la recurrencia de cancer de
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mama, supervivencia reducida y mal prondstico®%, También se han observado
aumento en la progresion de tumores y de las metastasis en otros modelos animales

de estrés8s.87,

Higaso y isfido bionce odiposo

on .'/

rocinas

—

A
Figura 1.4 Inervacion simpatica de masas tumorales. La inervacién simpatica puede regular el
microambiente tumoral de manera directa e indirecta. Directa: inerva las masas tumorales y provee de
noradrenalina y adrenalina al tumor para incrementar la expresion de los receptores 3-AR y favorece
el microambiente tumoral. Indirecta: libera catecolaminas en sitios distantes como el higado y el tejido
adiposo donde, la adrenalina, regula procesos bioldgicos que favorecen el crecimiento tumoral, como
son la liberacién de glucosa por el higado o adipocinas del tejido graso, estos nutrientes llegaran al
sitio de tumor a través de los vasos sanguineos que lo irrigan lo que favorece nuevamente el

microambiente tumoral. Modificado de Cole et al 2015%.

1.5.2 Senalizacién adrenérgica en células tumorales

Actualmente, se ha documentado que la sefalizacion B-adrenérgica regula
multiples procesos que contribuyen a la iniciacién, proliferacion, migracion e invasion
celular®. De igual manera, en estudios in vitro, se ha observado que la activacion de
estos receptores en células de cancer de mama, representa un mecanismo que

promueve la metastasis’®.
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Se conocen diversos procesos de sefializacion mediante los cuales estos
receptores ejercen su efecto. Uno de ellos, es la activacion de Src en respuesta la
sefializacion B-adrenérgica en las células cancerosas, lo cual es mediado por
AMPC/PKA®, Otro mecanismo que promueve la metastasis de las células
cancerosas, es la activacion de AMPc/calcio. Por ejemplo, la estimulacién in vitro de
la linea celular MDA-MB-231HM?®, con agonistas selectivos B2-adrenérgicos y no
selectivos, inducen incremento de AMPc dependiente de la concentracion. De igual
manera, se ha observado que la estimulacion del receptor B2-adrenérgico estimula la
sefalizacion del calcio®% que incrementa la invasividad®?°6,

Por otro lado, en algunos estudios in vitro con células tumorales, la sefializaciéon
Bz-adrenérgica sugiere que la noradrenalina podria promover la progresion de los
tumores. Lo anterior, mediante una via pro-angiogénica que incrementa la
produccion de VEGF, IL-6, metaloproteinasas de matriz’® y de otras citocinas pro-
inflamatorias como la IL-8 y el TNF-a®. Asimismo, se ha observado que el uso de
agonistas de los receptores 2 adrenérgicos promueve la produccion de IL-67°.

Otro mecanismo mediante el cual ejerce su accioén el sistema adrenérgico, es la
inhibicion de la reparacién del dafio al DNA®’. Esto mediante dos vias: la activacion
de la via de la ataxia-telangiectasia® y la apoptosis asociada a p53°7:%,

La activaciéon de oncogenes, como Src 8y Her2%°, es otro mecanismo mediante
el cual las células cancerosas promueven la progresion de los tumores. Se ha
descrito que, la sobreexpresion de Her2, induce la liberacion de adrenalina y la
activacion del receptor adrenérgico 2. Ademas, la expresion de Her2, esta
correlacionada con la expresion del receptor B2 adrenérgico®. Todo lo anterior es en
las células de cancer de mama

El uso de antagonistas de los receptores -adrenérgicos, podria tener un papel
importante en el desarrollo de nuevas terapias para disminuir el riesgo de metastasis
y lenta progresion de tumores. Se ha documentado que los bloqueadores de los
receptores [3-adrenérgicos estan involucrados en la progresion y metastasis lenta del
cancer de mama®’100.101 " de| cancer de préstata, de melanoma y la leucemial®.
Ademas, en pacientes con cancer de mama triple negativo (un subtipo de céancer

donde el receptor de estrogeno y el receptor progesterona no se expresan y el
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receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano no esta amplificado ni
sobreexpresado®®), el uso de B-bloqueadores se ha asociado con supervivencia
mejorada sin recaida, con reducciones en la recurrencia de las metastasis y de
muertes asociadas al cancer de mama®28, El uso de B-bloqueadores también se ha
asociado con supervivencia prolongada de pacientes con cancer de prostata, pulmon,
ovario y melanoma cutaneo!%?1%4 Asimismo, los B-bloqueadores, como el propanolol,
reducen el establecimiento de células de cancer de mama en sitios como los huesos,
pulmént®* y cerebro®e.

También, se ha documentado que los agonistas de estos receptores aceleran la
progresion y metastasis de los tumores en ausencia de factores estresantes, como
el sulfato de terbutalina, un agonista especifico del receptor B2-adrenérgico, que
incrementa el tamafio de los tumores®. Lo mismo se puede observar con el
formoterol, que induce invasién de células tumorales de cancer de mama®.
Finalmente, el estrés conduce a cambios neuroquimicos, que a su vez, promueven
la tumorigenesis y la proliferacion celular. Por otro lado, los antagonistas
adrenérgicos desarrollan un ambiente anti-tumoral'®>, asi como el bloqueo de
receptores 3-adrenérgicos podria reducir la produccion de factores pro-angiogénicos

inducidos por estrés’®.

1.6 Lared neuroinmunoenddcrina en el cancer de mama

En el organismo, los érganos y sistemas interactian unos con otros, tal es el
caso del sistema inmune, que interactia con el sistema nervioso y con el sistema
enddcrino: estos tres sistemas conforman una compleja red de interacciones
sistétmicas y moleculares, y forman la red neuroinmunoenddcrina. En esta
interaccién, las hormonas, citocinas y neurotransmisores modulan la respuesta
inmune, la respuesta enddcrina y la respuesta neuronal del organismo y todo esto en
conjunto mantienen la homeostasis corporal 1°. En condiciones de enfermedad o
estrés para el organismo, esta red se afecta, y muchas funciones de la misma,

produciendo la patofisiologia de dicha enfermedad.
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El microambiente tumoral también se modifica por la innervacion simpatica de
tejidos distantes. En la médula 6sea hematopoyética, las catecolaminas condicionan

el trafico de monocitos!®’ que migran al tumor.

En las masas tumorales, los macréfagos se polarizan hacia una fenotipo M2
por la activacion de los receptores B2-adrenérgicos, que junto con las células T
reguladoras, tienen un efecto pro-tumoral®®. También se ha observado que el
reclutamiento de macréfagos en tumores primarios, incrementa la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias en las células tumorales, asi como en las células del
sistema inmunitario, lo cual estda mediado por receptores B-adrenérgicos, lo que
influye en la progresion del tumor®*1%2, Las poblaciones de macréfagos dentro del
tumor se modifican por la presencia de adrenalina y noradrenalina, que son liberadas
bajo condiciones de estrés'®. El sistema nervioso simpatico, también recluta a los
macréfagos, a través de la sefializacion B-adrenérgica, que los dirige hacia el
parénguima del tumor (TAMs)®. Lo anterior sucede a través de la produccién de
factores quimiotacticos, como son el CCSF y la CCL2 en las células tumorales®, que
promueve eventos pro-metastasicos, como la angiogénesis, la remodelacion de
matriz extracelular, la generacion de un ambiente pro-inflamatorio y las respuestas
anti-tumorales %°. Por otra parte, se ha descrito que los macréfagos activados
sintetizan catecolaminas bajo ciertas circunstancias, y éstas funcionan como una

fuente no neural dentro del microambiente tumoral®C.

La activacion del SNS es un regulador de metastasis hacia érganos distantes
como pulmoén y ganglios linfaticos, a través de la sefializacién B-adrenérgica, que
recluta macrofagos alternativamente activados en el parénquima del tumor primario
e induce la expresion de genes pro-metastasicos como PTGS2, MMP9, ARG1,
TGFB, IL6 y VEGF. Asi como la infiltracion de macréfagos (CD11b*F4/80%) en

tumores mamarios primarios®’.

Por otro lado, al estimular a los receptores B-adrenérgicos con un agonista
selectivo adrenérgico ( como lo es el el isoproterenol), se incrementa la infiltracion de
macroéfagos en tumores mamarios primarios®’. Finalmente, los macréfagos asociados

a tumores que expresan F4/80 y CD11b, se incrementan bajo condiciones de estrés,
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lo que promueve la progresion del tumor a través de la modulacién de la células del

sistema inmunitario®.

2. ANTECEDENTES
Se conoce muy poco de la interaccion ente el sistema inmune y el sistema
nervioso en el cancer, particularmente en el cadncer de mama. Los estudios a la fecha
no evallan en conjunto estos sistemas. Lo que si se conoce, son los efectos de la
modulacion del sistema nervioso simpatico en diferentes tipos de cancer como el
hepatocarcinomal® o en tumores de la glandula mamaria®287:°° pero no los efectos

sobre las células del sistema inmune y su repercusién en su funcion efectora.

La modulacion adrenérgica de las células tumorales esta involucrada en la
progresion, invasividad y metastasis de tumores primarios, asi como su asociacion
con la superviencia®’110-112 Sin embargo, poco se ha evaluado sobre la funcién
efectora 0 modulacién de las células de la respuesta inmune innata y adaptiva en
conjunto con el sistema nervioso simpatico en presencia de tumores de la glandula

mamaria.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Dado que una alteracion en el sistema nervioso durante un periodo critico del
desarrollo de un organismo, puede modificar permanentemente la respuesta del
sistema inmune, y a que en la literatura no se ha descrito por completo cémo se
produce la regulacion inmunitaria por el sistema nervioso contra el cancer de mama,
es de nuestro interés evaluar los efectos de la denervacion simpatica neonatal sobre
los principales componentes del sistema inmune encargados de controlar a las

células tumorales en la etapa adulta del animal.
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4. HIPOTESIS

La denervacion simpatica neonatal en el raton disminuira la proporcion de los

linfocitos T, de los linfocitos B, y las células NK, y aumentara la proporcion de

linfocitos T reguladores y TAMs, asi como la secrecion de TGF-f, IFN-y y TNF-q, lo

gue redundara en una mayor susceptibilidad y progresion de tumores mamarios

inducidos experimentalmente en ratones adultos.

5. OBJETIVO GENERAL

Identificar el efecto de la denervacidon neonatal sobre la respuesta inmunitaria

contra tumores mamarios inducidos en individuos adultos.

5.1

1.

Objetivos particulares

Estudiar el efecto de la denervacion simpatica sobre el peso y volumen de
masas tumorales inducidas por la inoculacion de células 4T1 en tejido
mamario del raton.

Determinar por citometria de flujo, los porcentajes de linfocitos T CD3+,
linfocitos T CDA4+, linfocitos T CD8+, linfocitos T reguladores, linfocitos B,
células NK y macréfagos asociados a tumores en bazo en todos los grupos
experimentales.

Cuantificar por citometria de flujo, los porcentajes de linfocitos T CD3+,
linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, linfocitos T reguladores, linfocitos B,
células NK y macrofagos asociados a tumores en ganglios linfaticos
mesentéricos de ratones controles y denervados con y sin tumores
Analizar intratumoralmente por citometria de flujo, los porcentajes de
linfocitos T CD3+, linfocitos T CD4+, li9nfocitos T CD8+, linfocitos T
reguladores, linfocitos B, células NK y macréfagos asociados a tumores.
Evaluar la expresion del mRNA para TGF-B, IFN-y y TNF-a en el bazo de
los ratones de todos los grupos experimentales.

Estudiar por RT-PCR tiempo final, la expresion del mMRNA de TGF-B, IFN-

vy Y TNF-a en las masas tumorales de ratones controles y denervados.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales de experimentacidn

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratones hembra de la cepa
BALB/c AnN, de 8 semanas de edad. Los animales tuvieron acceso al agua y
alimento ad libitum, con ciclos de luz/oscuridad de 12h/12h, y cambio de cama con
regularidad (2 veces por semana). Los animales se mantuvieron en las instalaciones
de la Unidad de Modelos Bioldgicos (UMB) del IIB. Se formaron 6 grupos de animales,
cada uno con una “n” diferente, en total 43 ratones. La eutanasia se llevo a cabo con
una sobredosis por inhalacién de Sevorane® (sevoflurano, abbot®) seguida de

dislocacion cervical.

GRUPOS EXPERIMENTALES
e Control Intacto (n=7)
e Control con linea celular 4T1 (n=16)
e Vehiculo Intacto (n=6)
e Vehiculo con linea celular 4T1 (n=9)
e 60HDA Intacto (n=16)
e G60HDA con lineacelular 4T1 (n=9)

6.2 Denervacion

La denervacion se realiz6 utilizando 6-hidroxidopamina (60OHDA) (Aldrich®),
una neurotoxina especifica del sistema nervioso simpatico. Uno de los mecanismos
descritos de la denervacion, se basa en la auto-oxidacion y degradacion de la 60HDA
por la monoaminooxidasa A, que genera especies reactivas de oxigeno y otras
especies oxidantes afectando la cadena respiratoria en la mitocondria de las
neuronast!3114,

El esquema utilizado, se basé en modelos experimentales publicados5116,
Se determiné la fecha de nacimiento y al tercer dia pos-natal y se identifico a las

hembras por la distancia ano-genital y se comenzé con el esquema de administracion
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de 60HDA. La dosis utilizada fue de 150 mg/kg, por via intraperitoneal, durante cinco
dias consecutivos. El vehiculo utilizado, fue acido ascorbico (Sigma®) al 0.01% en
solucion salina 0.9% (PiSA®), el cual se administr6 de la misma manera que la
60HDA, de ambas soluciones se administré un volumen de 20 yL. La solucion de
60HDA, se prepard el mismo dia de la administracion y se utilizaron jeringas de
insulina BD Ultra-Fine® de 1mL, 30GX13mm.

Enla Figura 6.1 se muestra una linea de tiempo que ejemplifica como se llevé

a cabo la denervacion y en general el proceso experimental.

Dia 25 post-
7 82 semana inoculacion

Dias postnatal
4 5 6
\_Y_’ Inoculacién 4T1 Eutanasia
Sc 6 grupos

Nacimiento 1 2 3

-Denervacion 6-OHDA -6-OHDA
150 mg/Kg IP -Vehiculo
-Vehiculo &cido ascérbico -Intacto

0.01% en SS IP

Figura 6.1 Disefio experimental. Se muestra la linea de tiempo que se siguio para este protocolo

gue incluyen, la denevacidn, la inoculacion de la linea celular 4T1 y finalmente la eutanasia.

6.3 Induccién de tumores de glandula mamaria

6.3.1 Cultivo de la linea celular 4T1

El contenido de un criovial con suspension celular de la linea celular 4T1
(ATCC CRL-2539) se coloc6 en un tubo Falcon y se adicionaron 9 mL de medio RPMI
1640 (Sigma®), posteriormente se centrifugé a 1200-1250 revoluciones por minuto
(rpm) durante 5 minutos y se decantd. Se adicion6 1mL de RPMI 1640 suplementado
(con suero fetal bovino, SFB (By Products®)), y se coloco en una caja de cultivo P25
y se adicionaron 4 mL de medio RPMI 1640 suplementado. Se incub6 a 37°C con 5%
de CO:2 hasta obtener 70-80% de confluencia. Se realizaron dos sub-cultivos. Se
decantd el medio de cultivo, y se lavd por duplicado con 5 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos 1x (PBS, 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g NazHPO4, 0.24 ¢
KH2PO4). Posteriormente se adicionaron 200 uL de tripsina-EDTA 0.25% (Gibco®)
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con incubacion de 5 minutos a 37°C y se llevo a volumen de 1mL con medio RPMI
1640 suplementado. Esta suspension se coloc6 en una caja huevay se agregaron 4
mL de medio RPMI 1640 suplementado, se incubd a 37 °C con 5% de CO: hasta
obtener entre el 70-80% de confluencia. Después del segundo sub-cultivo (pase 2)

las células se cosecharon para preparar el indculo.

6.3.2 Cosecha de la linea celular 4T1

Después de decantar el medio de cultivo se realizaron dos lavados con PBS
1%, y se incubd durante 5 minutos a 37 °C con 200 uL de tripsina (0.25%)-EDTA.
Pasado este tiempo, se adicionaron 100 yL de SBF y se llev6 a 1 mL con PBS 1x, en
un tubo Eppendorf, esta suspension se centrifugé a 800 rpm durante 5 minutos, y se
resuspendio en 1 mL de solucion salina 0.9%. Se realizé el conteo de células en una
camara de Neubauer, utilizando el colorante azul tripan 0.4% (Sigma®) para obtener
la viabilidad. Posteriormnte, se realizaron calculos necesarios para inocular 10,000
células en 40 pL de PBS 1x.

6.3.3 Inoculacién de la linea celular 4T1

A la octava semana de edad (Figura 6.1), con anestesia por inhalacién de
sevoflurano (Abbot®) y aire, se realizd asepsia del vientre con alcohol al 70%. En el
cuarto cojinete graso de la glandula mamaria se inocularon, con una jeringa de
insulina de 1mL con aguja 27G; via subcutanea, 40 pL de la suspension celular, el
equivalente a 10,000 células. Se monitored el desarrollo de la masa tumoral durante
25 dias (Figura 6.1), y en este dia se procedio a la eutanasia (como se menciona en
el punto 6.1).

6.4 Obtencidn de muestras

Después de la eutanasia se extrajeron los érganos siguientes: masas bazo,
ganglios linfaticos inguinales y las masas tumorales. También se obtuvieron higado

y pulmones para hacer una evaluacion morfolégica (macroscopica) de estos tejidos,
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asi como identificacién de posibles focos metastasicos. Cada uno de los tejidos de
proceso de manera diferente (Figura 6.2). Para la citometria de flujo, las muestras se
colocaron sobre hielo en placas de cultivo de 24 pozos con 1 mL de PBS 1x hasta su

procesamiento (aproximadamente dos horas).

Figura 6.2 Diagrama de flujo. Clasificacion de las muestras de tejidos para el procesamiento de cada

una.

6.4.1 Masas tumorales

Los tumores obtenidos se pesaron y se determiné su volumen por el método
de desplazamiento (Figura 6.2). La masa tumoral, se dividié en tres partes mas o
menos iguales: una para tincion de citometria de flujo, otra para guardar en tubos con
TRIzol en hielo seco a -20 °C y finalmente a -70 °C, previamente cortado en trozos
pequefios. La Ultima parte se guardo para tratamiento deshidratacion de tejidos para
posterior uso (no incluido en este trabajo).

Previo a la tincion de citometria, se realizo la digestion de las masas tumorales.
Se disectd finamente el tumor y se colocdé en un tubo Eppendorf con medio de
digestién (medio RPMI 1640 + 10 U/mL DNasa | (Roche®) + 0.5 mg/mL Colagenasa
IV (Sigma®)) y se coloco a 37 °C durante 30 minutos agitando en vortex cada 5
minutos, después se adicionaron 50 uL de SFB (para detener la reaccion). Sobre
hielo y en un placa de cultivo se llevé a cabo el disgregado del tejido con un émbolo

de jeringa (se colocé el tejido entre dos mallas). La suspension se coloco nuevamente
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en el tubo Eppendorf y se centrifugé a 1200 rpm. Las células se lavaron con PBS 1x
y se resuspendieron en 300 yL de amortiguador de FACS (PBS 1x, 2% SFB, 0.02%
NaNs3) y se dej6 en hielo hasta la tincion.

La masa y volumen de las masas tumorales se normalizaron respecto al grupo
control de cada repeticion. Esto se realizé obteniendo el promedio del grupo control
(masa y volumen), posteriormente, cada dato de masa y v volumen de las masas
tumorales se dividié entre el valor de la media del grupo control respectivamente,

resultando en la normalizacién de cada uno.

6.4.2 Extraccion del bazo

Se peso, y se dividié en dos partes (Figura 6.2), una parte finamente cortada
se almaceno en tubos Eppendorf con TRIzol en hielo seco a -20 °C y finalmente a -
70 °C. El resto del bazo, se coloc6 en una caja de cultivo con 500 pL de PBS 1x,
entre dos mallas y se disgregd con un émbolo de jeringa, todo esto en hielo. La
suspension obtenida, se centrifug6 a 1500 rpm en un tubo Eppendorf, el botén celular
se resuspendio en 1 mL de amortiguador de lisis de eritrocitos (0.15 M NH4CI, 1 M
KHCOs3, 0.1 mM Na2EDTA, pH 7.3) y se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se lavo con 500 pL de PBS 1x y se resuspendié en 500 pyL de amortiguador

de FACS y se procedio a realizar la tincion para citometria de flujo.

6.4.3 Ganglios linfaticos inguinales

Los ganglios linfaticos inguinales, debido a su tamafo, Unicamente se
procesaron para citometria de flujo (Figura 6.2). Se colocaron sobre hielo en una
placa de cultivo entre dos mallas con 500 yL de PBS 1xy se disgrego con émbolo de
jeringa, se centrifugd a 1500 rpm y se resuspendidé en 200 yL de amortiguador de
FACS.
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6.5 Citometria de flujo

En todos los tejidos (bazo, ganglios linfaticos inguinales y tumores) se llevo a
cabo la tincion para linfocitos: linfocitos T totales, linfocitos T cooperadores, linfocitos
T citotoxicos, linfocitos T reguladores y linfocitos B. Para bazo y masas tumorales,
ademas se realizé tincién para macréfagos y células NK. Las células tefiidas se
capturaron mediante el citbmetro Attune NXT (Life Technologies®) y se analizaron
con el software FlowJo® (Tree Star Inc.). El analisis estadistico se realizd con el
software GraphPad Prism 7®.

En la siguiente tabla se muestran los anticuerpos utilizados para cada

marcador, asi como su clona, fluoréforo acoplado y concentracién utilizada.

Anticuerpo Clona Fluoréforo Dilucion Marca
Anti-CD3 145-2C11 APCy7 1:200 Biolegend
Anti-CD4 GK1.5 PE 1:300 Biolegend
Anti-CD8 53-6.7 PerCP 1:200 Biolegend

Anti-FoxP3 150D AlexaFluor® 647 1:100 Biolegend
Anti-CD19 6D5 PE 1:200 Biolegend
Anti-F4/80 BM8 AlexaFluor® 647 1:200 Biolegend

Anti-NKp46 29A1.4 PE 1:100 Biolegend

Anti-FC (CD16/32) 939 1:200 Biolegend

Tabla 6.1 Anticuerpos utilizados para tinciones de citometria de flujo

En dos placas de 96 pozos de fondo U (una para tincion de linfocitos y otra
para tincién de células NK y macrofagos), se colocaron 25 uL en dos pozos para cada
una de las muestras (control sin tefir y tefiidas). Se disefiaron dos mezclas maestras:
una para los marcadores de superficie de los linfocitos (mezcla de superficie: anti-
CD3, anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD19) y una para los macrofagos y células NK
(mezcla de superficie: anti-F4/80 y anti-NKp46). Se utilizaron controles de

compensacion para cada uno de los fluoréforos por separado.

6.5.1 Tincion de superficie (linfocitos T y linfocitos B) — bazo, ganglios

linfaticos y tumor

Se utilizaron 25 pL de la suspension celular y se adicionaron 25 pyL de la
mezcla de superficie, se incub6é durante 20 minutos a temperatura ambiente
protegidos de la luz; todos los pozos se lavaron con 100 uL de amortiguador de FACS
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y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. Se procedi6 a realizar tincion

intracelular.

6.5.2 Tincion intracelular (linfocitos T reguladores) — bazo, ganglios linfaticos

y tumor

Las muestras se resuspendieron en 200 pL de amortiguador Fix-Perm®
(Tonbo®) y se incubaron durante 40 minutos a temperatura ambiente, pasado este
tiempo, se centrifugé a 1500 rpm durante 5 minutos, se lavé con 200 pL de
amortiguador Perm® (Tonbo®). Posteriormente, en los pozos tefiidos, se agregaron
25 pL de anti-FoxP3 (preparado en amortiguador Perm®) y se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente protegido de la luz, se lavé con 200 pL de
amortiguador Perm® y se resuspendieron en 200 pL de amortiguador pude FACS y
se guardaron el refrigeracion protegidas de la luz hasta su captura en el citbmetro de

flujo.

6.5.3 Bloqueo de receptores FC

A todos los pozos, se les agregaron 25 pL de anti-FC (TruStain®) y se
incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos, se lavaron con 200 pL de
amortiguador de FACS y se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos.

6.5.4 Tincion de superficie (macréfagos y células NK)

En los pozos tefidos, se le adicionaron 25 uL de la mezcla de tincién de
superficie y se incubaron durante 20 minutos a 4 °C protegidas de la luz, se lavaron
con 200 pL de amortiguador de FACS y se resuspendieron en 100 pL de
paraformaldehido (Aldrich®) al 4% y nuevamente se incubaron durante 20 minutos a
4 °C protegidas de la luz, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos y se
resuspendieron en 200 pL de amortiguador de FACS y se mantuvieron a 4 °C

protegidas de la luz hasta su captura en el citdmetro de flujo.
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6.5.5 Seleccion de subpoblaciones

La seleccion de subpoblaciones de linfocitos se realiz6 a partir de las
caracteristicas de tamafo asociadas al parametro FSC-H vs FSC-A para obtener
células individuales en el analisis (figura 6.3—a), posteriormente de esta seleccién se
obtuvo el dotplot de complejidad vs tamafo, SSC-A vs FSC-A respectivamente, del
cual se selecciond la region de los linfocitos respecto a su tamafio y granularidad
(Figura 6.3-b). De la region de linfocitos, se seleccionaron a los linfocitos T y a los

linfocitos B.

A | @ [l ] s |

'.-Cix

Figura 6.3 Seleccion de subpoblaciones celulares. Se muestra el diagrama de seleccion de las
subpoblaciones celulares de linfocitos T y linfocitos B. (a) células individuales, (b) region de linfocitos
proveniente de (a), (c) muestra sin tefiir para linfocitos T (CD3+) proveniente de (b), (d) muestra tefida
para linfocitos T (CD3+) proveniente de (b), (e) seleccién de regiones para linfocitos T cooperadores
(CD4+) proveniente de (d) y linfocitos T citotoxicos (CD8+) proveniente de (d), (f) region de linfocitos
T reguladores proveniente de linfocito T cooperadores (e) y (g) subpoblacién de linfocitos B (CD19+)

proveniente de (b).

Para los linfocitos T, a partir de la region de linfocitos, se obtuvo la regién
correspondiente a los linfocitos T totales (SSC-A vs APCy7) (figura 6.3—d). Se realizo
comparativo con el mismo dotplot para muestras sin tefir (figura 6.3—c) y poder

determinarla correctamente en las muestras tefiidas (figura 6.3—d), de esta seleccion
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se realiz6 un nuevo dotplot de PerCP vs PE para determinar las regiones
correspondientes a los linfocitos T citotéxicos y linfocitos T cooperadores,
respectivamente (figura 6.3—-e). Dentro de estos Ultimos se seleccionaron a los
linfocitos T reguladores (FSC-A vs AF-647) (figura 6.3—).

Para los linfocitos B, se selecciond un dotplot que mostrara APCy7 y PE, en
este gréafico se selecciond el cuarto cuadrante que es negativo para el marcador de
linfocito T y positivo para el marcador de linfocitos B (PE) (figura 6.3—Q).

Respecto a la seleccidén de macréfagos y células NK, se tomd como referencia
a las células sin tefir, se seleccionaron las células positivas para los marcadores
especificos a partir de los dotplot de SSC-A vs AF-647 y SSC-A PE respectivamente
(figura 6.4).

Q

Figura 6.4 Seleccién de macrofagos y células NK Se muestra el diagrama de seleccién de los
macrofagos y células NK. (a) control sin tefiir para macréfagos (F4/80+), (b) macréfagos, (c) control

sin tefiir para células NKy (d) células NK.
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6.6 RT-PCR

La determinacion de citocinas se realizo por el método de RT-PCR punto final
del bazo y masas tumorales. Para este procedimiento, se utilizaron las muestras

previamente almacenadas en TRIzol a -70°C.

6.6.1 Extraccion de RNA

Se lavé la cuchilla del politron con agua DEPC, etanol en agua DEPC al 75%,
solucion saturada de cloruro de sodio y finalmente con TRIzol. Se realiz6 el
homogenizado del tejido con 600 pL de trizol. Este se colocd en un tubo Eppendrof y
se realizaron dos extracciones organicas. Se adicionaron 200 pL de una mezcla de
fenol/cloroformo (1:5), se mezcld vigorosamente en el vortex y se centrifugo a 13000
rpm durante 15 minutos a 4 °C. Posteriormente se separo la fase acuosa, a donde
se encuentra el RNA. A esta fase se le agregaron 200 uL de cloroformo, se centrifugd
(13000 rpm durante 15 minutos a 4 °C), nuevamente se obtuvo la fase acuosa, a la
cual se le adicion6 un volumen igual de isopropanol y se dejo precipitar el RNA a 4
°C durante 12 horas. Pasado este tiempo, se obtuvo el precipitado por centrifugacion
a 13000 rpm durante 15 minutos y se lavo con etanol al 75% en agua DEPC, se dej6
secar el boton obtenido y se resuspendié entre 30-50 pyL de agua DEPC

(dependiendo del tamafio del botén).

6.6.2 Cuantificacion e integridad de RNA

La cuantificacibon de RNA se llevd a cabo en espectrofotometro
(GenquantPRO®), haciendo una dilucion de la solucién anterior 1:70 (por duplicado)
y se obtuvo la concentracion, este valor se utilizé para hacer los célculos necesarios
para la retrotranscripcion (obtencion de cDNA). La integridad del RNA extraido, se
evalu6 mediante electroforesis. Se utilizaron 3 uL de RNA extraido con 4 pL de
amortiguador de carga (azul bromofenol 12.5 mg, xilenocianol 12.5 mg, glicerol 2.5
mL, EDTA (0.5 M pH 8) 10 pL, H20 cpb 5 mL) y 13 pL de H20 DEPC, y se cargaron

20 pL por pozo. Se empled gel del agarosa (Promega®) al 1.2% y bromuro de etidio
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(Invitrogen®) 20 uL/100 mL a 90 watts durante 1 hora y se tomo foto del gel en el

fotodocumentador.

6.6.3 Retrotranscripcion

La retrotranscripcion, se realizo en las muestras que no estaban degradadas,
previo a la realizacion del PCR del gen control 18s y las citocinas. El programa
utilizado en la retrotranscripcion y la reaccion correspondiente se muestra en la Tabla
5.2. El volumen de muestra utilizado en la retrotranscripcion, es el necesario para
tener 5 ug de RNA por reaccion. Antes de colocar la muestra en el termociclador, se
prepard la mezcla A con la muestra correspondiente y se prosiguié con el paso 1
(Tabla 6.2). Pasado este tiempo, se dejé enfriar en hielo por tres minutos y se
adicioné la mezcla B, y se prosiguié con paso 2 (Tabla 6.2).Finalmente, se agrego la

enzima y se dejé continuar el resto del programa, pasos 3, 4y 5 (Tabla 6.2).

RT Mezcla Reactivo Para 1 Rx (ul)
1. 65°C x5 min Mezcla @ Oligo DT 0.5 pg/ul 0.5
2. 37°Cx2min A dNTPs 10 mM c/u 2
3. 37°Cx50 m!n Mezcla Amortiguador FS 5x 5
4, 75°Cx15min DTT0.1 M 2
5. 4°C= B M-MLV 200 u/pl 1

Tabla 6.2 Programa utilizado en el termociclador y reactivos utilizados para la

retrotranscripcion.

6.6.4 Cuantificacion del gen control de referencia 18s

Antes de proseguir con la cuantificacion de citocinas, se realizé la prueba del
gen constitutivo 18s, el cual se realizé bajo las condiciones mostradas en la Tabla
5.3. Las cantidades utilizadas por cada reaccion se muestran en la tabla 5.4. La
determinacion del 18s se realizé en gel del agarosa (Promega®) al 1.2% y bromuro
de etidio (Invitrogen®) 20 pL/100 mL a 90 watts durante 1 hora y se tomo foto en el
foto documentador para su posterior analisis. Las secuencias de oligonucledtidos

utilizados se muestran en la Tabla 6.3.
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18s
94 °C x 10 min
94 °C x 30 seg
60 °C x 45 seg
72 °C x 1 min
30 ciclos desde 2
72 °C X 7 min
. 4°C =
Tamaiio: 219 pb
Sentido: CGCGGTTCTATTTTGTTGGT
Antisentido:
AGTCGGCATCGTTTATGGTC

NogakrwpE

TNF-a
94 °C x 5 min
94 °C x 1 min
63 °C x 1 min
72 °C x 1 min
30 ciclos desde 2
72 °C X 7 min
. 4°C =
Tamano: 300 pb
Sentido:
GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC
Antisentido:
ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG

NogakrwpE

INF-y
94 °C x 5 min
94 °C x 45 seg
60 °C x 45 seg
72 °C x 45 seg
35 ciclos desde 2
72 °C X 7 min
. 4°C =
Tamafio: 247 pb
Sentido:
AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG
Antisentido:
GTCACAGTTTTCAGCTGTATAGGG
TGF-B
94 °C x 5 min
94 °C x 45 seg
61 °C x 45 seg
72 °C x 45 seg
30 ciclos desde 2
72 °C X 7 min
. 4°C =
Tamafo: 298
Sentido:
CTTCAGCTCCACAGAGAAGAACTGA
Antisentido:
CACAATCATGTTGGACAACTGCTCC

NouswNE

NouswNE

Tabla 6.3 Condiciones estandarizadas utilizadas en el termociclador para cada citocina y

secuencia de oligonucledtidos empleados para las reacciones de PCR.

6.6.5 Cuantificacion de citocinas

Finalmente, se realiz6 la determinacion de citocinas (IFN-y, TNF-a y TGF-B),

y las condiciones empleadas en el termociclador se muestran en la Tabla 6.3. Las

cantidades empleadas para la amplificacion de las citocinas por cada reaccion de

PCR, se muestran en la Tabla 6.4. Las citocinas se evaluaron en un gel de agarosa
(Promega®) al 1.2% y bromuro de etidio (Invitrogen®) 20 puL/100 mL a 90 watts

durante 1 hora y se tomé foto en el fotodocumentador para posterior andlisis. Las

secuencias de oligonucleotidos utilizados se muestran en la tabla 6.3.
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La expresion relativa de cada gen se obtuvo mediante el cociente de la
densidad Optica de la banda del gen de interés entre la intensidad de la banda de
18S de cada muestra.

La cuantificacidon final de 18s y de citocinas se realizé con el programa

ImageJ® y el analisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism 7®.

18s, IL-4, IL-10,

Reactivo IFN-y, TNF-a TGF-P
Para 1 Rx (pl) Para 1 Rx (pul)

Amortiguador de Amplificasa 10x 2.5 2.5
MgCl2 30 mM 1.25 1.25
dNTPs 10mM c/u 2 2

Oligo sentido 20 uM 1.7 1.7
Oligo sentisentido 20 puM 1.7 1.7
H-O DEPC 13.6 14.1
Tag DNA pol 5 U/l 0.25 0.25
cDNA (RT) 2 15

Tabla 6.4 Reactivos utilizados en las reacciones amplificacion de 18s y citocinas, para el caso
del TGF-B, se utiliza menor volumen de cDNA debido a la alta cantidad extraida de RNA.

6.7 Anéalisis estadistico

Los resultados se muestran como la media + desviacion estandar de dos
experimentos independientes. El andlisis estadistico, se realiz6 en el software
GraphPad Prism 7®. Se consideraron dos variables: animales denervados
neonatalmente (control, vehiculo, 60HDA) e induccién de tumores de glandula
mamaria (grupo 4T1). La normalidad de los datos se realiz6 con la prueba t-student.
Posteriormente se realizé6 una ANOVA de dos vias (0=0.05) seguida de una prueba

post hoc de Tukey. Las diferencias significativas se consideraron con una p<0.05.
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7. RESULTADOS.

En la Tabla 7.1, se presentan el peso y volumen promedio de las masas
tumorales obtenidas. En cada uno de los tres grupos inoculados (control, vehiculo y
60HDA), se observé crecimiento de masas tumorales a partir del dia de 10 post-
inoculacion. Para el peso y el volumen de los tumores, se realizd normalizacion de
peso y volumen respecto a los animales controles. Esto nos muestra que la
denervacion neonatal con 60HDA no afecta la formacion de masas tumorales en la

etapa adulta del animal.

Animales que
Grupo Peso (g) @ Volumen (mL)
desarrollaron tumor

Control 1.000 1.00 6/6
Vehiculo 1.186 1.22 9/9
6-OHDA 0.998 1.03 9/9

Tabla 7.1. Peso y volumen promedio de masas tumorales. Se muestran los pesos y volimenes
promedios de cada uno de los grupos inoculados con la linea celular 4T1. Control n=6, vehiculo n=9,
60HDA n=9.

En la Figura 7.1 se muestran las masas tumorales, representativas de cada
grupo: control, vehiculo y 60HD; obtenidas 25 dias post-inoculacion de la linea
celular 4T1, asi como su peso y volumen normalizado respecto al grupo control. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas. La denervacion neonatal
no afectd el desarrollo de masas tumorales ni el peso final de los tumores inducidos

en la etapa adulta.
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Figura 7.1 Masas tumorales. Masa tumoral de animales: controles, administrados con vehiculo y
administrados con 60HDA. El peso se expresa en gy el volumen en cm?3. Control n=6, vehiculo n=9,

60HDA n=9. No se obtuvieron diferencias significativas.

En lafigura 7.2 se muestra el porcentaje de linfocitos T CD3+ en bazo, ganglios
linfaticos inguinales y en tumor medido por citometria de flujo, obtenidos a partir de
los linfocitos T totales (CD3+). En la grafica de bazo y ganglios linfaticos inguinales,
las barras negras representan a los animales sin tumor, mientras que las barras
blancas muestran a los animales con tumor. Unicamente se observa diferencia
significativa en el bazo, de animales control y tratados con vehiculo; causada por la
presencia del tumor, mientras que en los animales administrados con 60HDA
(denervados) no se observa esta diferencia. En los ganglios linfaticos inguinales y en

el tumor no se observaron diferencias significativas.
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Figura 7.2 Porcentaje de Linfocitos T CD3+ proveniente de linfocitos totales. Arriba: linfocitos
totales (derecha) para seleccion de subpoblacién CD3+ (centro) respecto al control sin tefir
(izquierda). Abajo: porcentaje de linfocitos T CD3+ en el bazo, los ganglios linfaticos inguinales y los
tumores. Las barras se muestran con desviacién estandar. En el bazo y los ganglios linfaticos
inguinales, para el grupo “sin 4T1” control n=7, vehiculo n=6, 60HDA n=6; para el grupo “4T1” control
n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9. En el tumor: control n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9, *p<0.01,
**p<0.001.

En la Figura 7.3, se observa el porcentaje de los linfocitos de la subpoblacién
T CD4+ provenientes de la poblacion de linfocitos T CD3+ (Figura 7.2), en bazo,
ganglios linfaticos inguinales y tumores obtenidos por citometria de flujo. A diferencia
de la subpoblacién de linfocitos T CD3+, en los linfocitos T CD4+ no se observan
diferencias significativas provocadas por los tratamientos (vehiculo y 60HDA) ni
tampoco por la presencia de tumores. Los porcentajes de esta subpoblaciéon en el
bazo y los ganglios linfaticos inguinales de los animales inoculados con la linea
celular 4T1 (barras blancas) se mantienen dentro del rango de los animales controles
(barras negras). Respecto a los linfocitos T CD4+ en tumores, no se observan
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diferencias significativas entre los grupos. Aungue se observa un ligero aumento en
esta subpoblacién, en animales administrados con 60HDA, no es significativa, por lo
gue no se observé el efecto de la denervacion en los porcentajes de esta

subpoblacion.
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Figura 7.3 Porcentaje de linfocitos T CD4+ proveniente de linfocitos T CD3+. Arriba: seleccion de
subpoblaciones CD4+ (derecha) provenientes de los linfocitos T CD3+ (izquierda). Abajo: porcentaje
de linfocitos T CD4+ en el bazo, los ganglios linfaticos inguinales y los. Las barras se muestran con
desviacion estandar. En el bazo y los ganglios linfaticos inguinales, para el grupo “sin 4T1” control n=7,
vehiculo n=6, 60HDA n=6; para el grupo “4T1” control n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9. En el tumor:
control n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9.

En la Figura 7.4, se observan el porcentaje obtenido de los linfocitos T de la
subpoblacion CD8+ en el bazo, los ganglios linfaticos inguinales y el tumor obtenidas
a partir de la poblacion de linfocitos T CD3+ (figura 7.2). Al igual que en los linfocitos
T CD3+ (Figura 7.2), se presentaron diferencia significativa debido al tumor y no al

efecto de la denervacion. Por otra parte, se observo disminucion de los linfocitos T
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CD8+ en el bazo de animales tratados con vehiculo y tratados con 6-OHDA respecto
a su control sin tumor; sin embargo, en el grupo control no se detectd esta
disminucién, por lo que el efecto observado, sobre los linfocitos T CD8+, podria ser
efecto del vehiculo. Aunque en los ganglios linfaticos inguinales de animales con
tumor y en las masas tumorales, se detect6 un ligero aumento de esta subpoblacion

respecto a su control sin tumor, no se detectaron diferencias significativas.
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Figura 7.4 Porcentaje de linfocitos T CD8+ proveniente de linfocitos T CD3+. Arriba: seleccién de
subpoblaciones CD8+ (derecha) provenientes de los linfocitos T CD3+ (izquierda). Abajo: porcentaje
de linfocitos T CD8+ en el bazo, los ganglios linfaticos inguinales y los tumores. Las barras se muestran
con desviacion estandar. En el bazo y los ganglios linfaticos inguinales, para el grupo “sin 4T1” control
n=7, vehiculo n=6, 60HDA n=6; para el grupo “4T1” control n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9. En el
tumor: control n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9, *p<0.01, **p<0.001.

La Figura 7.5, muestra el porcentaje de expresion de los linfocitos T positivos

para FoxP3, que proviene de los linfocitos T CD4+ (Figura 7.3) en el bazo y los
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ganglios linfaticos inguinales. En el bazo, se presentd una disminucién de los
linfocitos T FoxP3+ en los animales que fueron inoculados con la linea celular 4T1
respecto a su control sin tumor independientemente del tratamiento (control, vehiculo
y 6-OHDA). En los ganglios linfaticos inguinales de los animales con tumor, se
observd aumento de los linfocitos T FoxP3+ respecto a su control sin tumor
independiente del tratamiento. Por otro lado, en los animales tratados con vehiculo y
con tumor (barra blanca) se presento6 disminucion de los linfocitos T FoxP3+ respecto
al grupo control con tumor, lo que podria ser efecto del vehiculo sobre los linfocitos
FoxP3+. No se muestra la gréfica de los linfocitos T FoxP3+ en el tumor, ya que,
como hemos observado en otros trabajos del laboratorio, alin después de la digestion
del tumor el infiltrado leucocitario es bajo y se han utilizado métodos diferentes a la

citometria de flujo, como la inmunofluorescencia para ser analizados.
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Figura 7.5 Porcentaje de linfocitos T FoxP3+ proveniente de linfocitos T CD4+. Arriba: seleccién

de subpoblaciones FoxP3+ (derecha) provenientes de los linfocitos T CD4+ (izquierda). Abajo:
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porcentaje de linfocitos FoxP3+ en el bazo y los ganglios linfaticos inguinales. Las barras se muestran
con desviacién estandar. En el bazo y los ganglios linfaticos inguinales, para el grupo “sin 4T1” control
n=7, vehiculo n=6, 60HDA n=6; para el grupo “4T1” control n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9, *p<0.01,
**p<0.001, **p<0.0001, ****p<0.00001.

En la Figura 7.6, se muestran los linfocitos B CD19+ proveniente de los
linfocitos totales (Figura 7.2). En células del bazo, de los ganglios linfaticos inguinales
y de las de masas tumorales. En el bazo, no se observan diferencias significativas ni
entre tratamientos (control, vehiculo y 6-OHDA) ni entre grupos (sin 4T1y con 4T1);
es decir, esta subpoblacion se mantiene estable tanto por efecto de la denervacion
como por presencia del tumor. En los ganglios linfaticos inguinales aumentan los
linfocitos B CD19+ independientemente del tratamiento. En los tumores no se

observa diferencia significativa. No se observa efecto de la denervacién simpatica

neonatal.
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Figura 7.6 Porcentaje de linfocitos B CD19+ proveniente de linfocitos totales. Arriba: seleccién
de subpoblacion CD19+ (derecha) provenientes de los linfocitos T totales (izquierda). Abajo:

porcentaje de linfocitos CD19+ en el bazo, los ganglios linfaticos inguinales y los tumores. Las barras
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se muestran con desviacion estandar. En el bazo y los ganglios linfaticos inguinales, para el grupo “sin
4T1” control n=7, vehiculo n=6, 60HDA n=6; para el grupo “4T1” control n=6, vehiculo n=9, 60HDA
n=9. En el tumor: control n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9, *p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001.

En la Figura 7.7, se presentan los macrofagos F4/80+ obtenidos de células
grandes y granulares del bazo y los tumores. En el bazo de animales con tumor
(barras blancas), se observé disminucién de los macréfagos en animales denervados
neonatalmente respecto a los tratados con vehiculo. En las células de tumor no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos (control, vehiculo y 6-
OHDA). Para los ganglios linfaticos no se muestra la grafica ya que los porcentajes
obtenidos son aproximadamente del 0.5%, que caen dentro del error metodologico

de la citometria de flujo.
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Figura 7.7 Porcentaje de macréfagos F4/80+ proveniente de células grandes y complejas. Arriba:

seleccion de macréfagos F4/80+ (derecha) respecto a su control son tefiir (izquierda). Abajo:
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porcentaje de macrdfagos F4/80+ en el bazo y los tumores. Las barras se muestran con desviacion
estandar. En el bazo: el grupo “sin 4T1” control n=7, vehiculo n=6, 60HDA n=6; para el grupo “4T1”
control n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9. En el tumor: control n=6, vehiculo n=9, 60HDA n=9, *p<0.01.

En la Figura 7.8, se presentan las células NK del bazo. Se observa disminucién
de las células NK en los animales con tumor de los grupos control y tratados con
60HDA (barras blancas) respecto a su grupo sin tumor (barras negras). Sin embargo,
en los animales tratados con vehiculo, no se observaron diferencias significativas.
No se obtuvieron diferencias entre tratamientos, solamente debido a la presencia de
tumor. Para los ganglios linfaticos y las masas tumorales, no se presentan las graficas
ya que los porcentajes obtenidos en ambos tejidos, son aproximadamente del 0.5%,

gue caen dentro del error metodoldgico de la citometria de flujo.
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Figura 7.8 Porcentaje de células NKp46+ proveniente de células pequefias y complejas del
bazo. Arriba: seleccion de células NKp46+ (derecha) respecto a su control son tefiir (izquierda). Abajo:

porcentaje de células NKp46+ en el bazo. Las barras se muestran con desviacion estandar. El grupo
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“sin 4T1” control n=7, vehiculo n=6, 60HDA n=6; para el grupo “4T1” control n=6, vehiculo n=9,
60HDA n=9, *p<0.001, ***p<0.0001.

En los resultados obtenidos mediante citometria de flujo, no se observa que la
denervacion modificara a las poblaciones celulares evaluadas. En algunas
subpoblaciones celulares, se aprecia efecto del vehiculo.

Se realiz6 también cuantificacion de citocinas por RT-PCR punto final, en bazo
y masas tumorales, y los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Enla Figura 7.9, se observa la expresion relativa de IFN-y en bazo y en masas
tumorales. En ninguna de las graficas se observa diferencia significativa entre grupos
(4T1y sin 4T1) ni entre tratamientos (control, vehiculo y 60HDA), aunque en el bazo,
se observa disminucién de la expresion relativa del IFN- y en animales con tumores

respecto a su control sin tumor, pero no es estadisticamente significativa.

Bazo Tumor
204 204
o - SNt
= 3 4an
E 154 184
¢ 1
- 1.0 1.0
-
U4
bt 0.54 0.54
e
o~
= 0,04 v v v 0.0 v r
4 © \ g & » \ g
o o ) N » o
& ©
& & & f & &

Tratamiento

Figura 7.9 Expresion relativa de IFN-y. Se observa expresion relativa de IFN-y en el bazo y el tumor.
Las barras se muestran con desviacion estandar. En el bazo: el grupo “sin 4T1” control n=7, vehiculo
n=6, 60HDA n=6; para el grupo “4T1” control n=5, vehiculo n=9, 60HDA n=9. En el tumor: control
n=5, vehiculo n=9, 60HDA n=7.

La expresion relativa de TNF-a se presenta en la Figura 7.10, tanto en el bazo
como en los tumores. Al igual que en la Figura anterior, no existen diferencias
significativas entre grupos ni entre tratamientos. En el bazo, a pesar de que en la
gréfica se observa aumento de la expresion relativa de esta citosina en los animales

tratados con vehiculo (barra negra) respecto a los animales control (barra negra), no
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se observé diferencia significativa. En los tumores no se observan diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 7.10 Expresion relativa de TNF-a. Se observa expresion relativa de TNF-a en el bazo y el
tumor. Las barras se muestran con desviacion estandar. En el bazo: el grupo “sin 4T1” control n=7,
vehiculo n=6, 60HDA n=6; para el grupo “4T1” control n=5, vehiculo n=9, 60HDA n=9. En el tumor:
control n=5, vehiculo n=9, 60HDA n=9.

Respecto al TGF-f (Figura 7.11), no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas, ni entre grupos o debidas a los tratamientos. Se
presentan los resultados de la expresion relativa de TGF-B en el bazo y los tumores.
No es observable ningln cambio en la expresion relativa de esta citocina por lo que

tampoco es posible observar que la denervacion tenga efecto en la sintesis de

citocinas.
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Figura 7.11 Expresion relativa de TGF-B. Se observa expresion relativa de TGF- en el bazo y el
tumor. Las barras se muestran con desviacion estandar. En el bazo: el grupo “sin 4T1” control n=7,
vehiculo n=5, 60HDA n=6; para el grupo “4T1” control n=5, vehiculo n=9, 60HDA n=9. En el tumor:
control n=4, vehiculo n=8, 60HDA n=7.

8. DISCUSION

No se detect6 un efecto de la denervacion en los elementos de la respuesta
inmune al cancer de mama, asi como tampoco en la produccién de citocinas. Sin
embargo, existen reportes experimentales en animales que documentan que la
denervacién simpética neonatal en la edad adulta produce cambios en la modulacion
de la respuesta inmune''®, aunque en estos modelos el estimulo antigénico es

diferente.

Aunque las masas tumorales de animales denervados visualmente se
observaron con mayor peso y volumen (Figura 7.1), estadisticamente no existen
diferencias significativas entre los grupos, debido a que se presentd mucha
heterogeneidad en los resultados. Sin embargo, se ha descrito que las masas
tumorales de los animales denervados son mas pequefias respecto a los controles'®8,
contrario a lo que se esperaba en este trabajo; pero se trata de modelos animales y
esquemas de denervacion diferentes. De igual manera, en un modelo de cancer de
préstata, con denervacion simpética neonatal, se observan tumores mas pequefios;
cabe resaltar que son animales desnudos, los cuales no cuentan con sistema
inmunitario adaptativo, en comparacion con los animales utilizados en este trabajo,

guienes tienen un sistema inmunitario intacto.*.

Madden et al, y Sloan et al, han descrito que en los animales sometidos a
condiciones experimentales de estrés, se promueve la modulacion de la respuesta
inmunitaria y el aumento de las masas tumorales®%8’. Sin embargo, en estos modelos
experimentales, se involucra la sefializacion B-adrenérgicos per se, ya sea sobre
células del sistema inmunitario®’ o directamente en las células tumorales®®. Respecto
a la linea celular 4T1 y la expresion de receptores del sistema adrenérgico, lo

reportado en la literatura es contradictorio, ya que Szpunar et al documentaron que
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esta linea celular no expresa receptores B-adrenérgicos en estudios in vitro'!’; sin
embargo, Kang et al, reportaron que este receptor se expresa ampliamente en las
células 4T1 también en estudios in vitro!'®. Seria interesante, realizar una evaluacion
en condiciones estresantes en animales sometidos a denervacién neonatal y la
progresion de los tumores de la glandula mamaria inducida experimentalmente, ya
que las células del sistema inmunitario expresan receptores del sistema
adrenérgico*’®® y es posible que la activacion sea diferente en condiciones
estresantes posteriores a la denervacion simpatica neonatal. Tambié, podria
evaluarse la expresion de los receptores p-adrenérgicos en los tumores ex vivo; no
solo en condiciones in vitro debido a que estos estudios no contemplan el

microambiente en el que se desarrollan los tumores.

Respecto a las poblaciones de linfocitos CD3+ (Figura 7.2-bazo), no se
detectaron diferencias entre los tratamientos (control, vehiculo y 6-OHDA), so6lo
genera diferencia la presencia del tumor. Sin embargo, en los animales denervados,
no se observa diferencia significativa entre animales con tumor y sin tumor, esto
puede ser resultado de la administracion del vehiculo (acido ascoérbico al 0.01%) ya
gue en estos grupos se observan diferencias significativas. Este dato concuerda con
lo descrito por Horvathova et al, donde el porcentaje de los linfocitos no se modifico
por la denervacion, pero si el porcentaje de neutréfilos''®, los cuales no fueron
evaluados en el presente trabajo. En los ganglios linfaticos y en las masas tumorales

no se observan diferencias significativas entre grupos ni entre tratamientos.

En la subpoblacion de linfocitos T cooperadores (CD4+) (Figura 7.3), no se
detectaron diferencias significativas, entre los tratamientos, ni entre los grupos en

ninguno de los tejidos evaluados, que corresponde con lo mencionado anteriormente.

En los CTLs, se observa efecto del vehiculo en el porcentaje de ésta
subpoblacion, ya que las diferencias observadas se presentan en animales tratados
con el vehiculo y en animales denervados, esto se presenta en el bazo (figura 7.4).
Es posible que se deba a la administracion neonatal del vehiculo sobre las células
del sistema inmune presentes en estos tejidos, aunque en la literatura no se ha

descrito nada al respecto. Sin embargo, se ha reportado que la denervacién simpatica
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en la edad adulta incrementa la habilidad de las células dendriticas de activar a los

linfocitos T virgenes!?,

La subpoblacion celular mas afectada en la respuesta inmune al cancer de
mama son los linfocitos T reguladores, los cuales disminuyen en el bazo (figura 7.5-
bazo) de animales con tumores respecto a su control sin tumor, independientemente
del tratamiento. Sin embargo, en los ganglios linfaticos, se observa lo contrario (figura
7.5-ganglios linfaticos inguinales). Esto puede ser consecuencia de que los linfocitos
migran del bazo hacia los ganglios linfaticos cercanos al tumor para poder salir al sitio
del tumor y ejercer su accion efectora, ademas que, como parte de los mecanismos
de evasion del tumor, se lleva a cabo la proliferacion de los linfocitos T reguladores

gue favorecen un ambiente protumoralt6:353¢,

Los linfocitos B, otro subtipo celular importante en el control inmunolégico del
cancer de mama, Unicamente aumentd esta subpoblacion en los ganglios linfaticos
con respecto a su control sin tumor independientemente del tratamiento (figura 7.6-
ganglios linfaticos inguinales). Esto puede deberse a un aumento en la proliferacion
para ejercer su efecto antitumoral, aunque este mecanismo deberia evaluarse

experimentalmente para poder emitir una conclusion respecto a esta subpoblacién.

En los macrofagos (figura 7.7-bazo), solamente se observa diferencia
significativa entre los grupos de animales administrados con vehiculo y los
denervados, ambos con tumores de glandula mamaria, esto podria ser causa de la
accion del vehiculo sobre esta subpoblacion celular, asi como se ha observado en
otras subpoblaciones (linfocitos T CD8+, linfocitos T FoxP3+ y macréfagos F4/80+).
Se tendria que evaluar in vitro la accion de este compuesto sobre las poblaciones
celulares. A pesar de ser un nutriente para el organismo, parece tener efectos en los
porcentajes de algunas células del sistema inmune. En las masas tumorales (figura

7.7-tumor) no se observan diferencias significativas.

Para las células NK, solamente se evalué el bazo (figura 7.8) ya que el
porcentaje de esta subpoblacion en masas tumorales y ganglios linfaticos obtenida
mediante citometria de flujo resulté muy baja, alrededor de 0.5%, por lo que se

encuentra dentro del error del método analitico, esto se ha demostrado en diversos
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trabajos de este grupo de investigacion. Solamente se detectaron diferencias
significativas entre animales con tumor independientemente del tratamiento, esta
poblacién celular disminuye en los animales controles y en los denervados con tumor
respecto a su control sin tumor. En el vehiculo no se observan diferencias

significativas (figura 7.8).

Finalmente, respecto a las citocinas evaluadas IFN-y (figura 7.9), TNF-a (figura
7.10) y TGF-B (figura 7.11), no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas ni entre tratamientos ni entre grupos. Se ha reportado que la
denervacién crénica, modifica la expresion de citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias; empero, se trata de modelos de denervacién diferentes al
empleado en el presente trabajo'?!. Asimismo, se ha descrito que la eliminacién de
neuronas noradrenérgicas en el cerebro altera la produccion de citocinas en sitios

distantes como el bazo?2.

En resumen, los resultados obtenidos muestran solamente efecto por la
induccion del tumor, pero no por la denervacion, lo que sugiere que con este modelo
0 esquema de denervacion no se detecta algun efecto sobre las células del sistema

inmune contra la induccion de tumores de glandula mamaria como reto antigénico.

9. CONCLUSIONES

1. Ladenervacion simpética neonatal no afecto el desarrollo de masas tumorales
de glandula mamaria inducidas experimentalmente.

2. La denervacion no afecto las subpoblaciones celulares del bazo involucradas
en el control inmunitario del cancer de mama.

3. La denervacion simpética neonatal no altera los porcentajes de linfocitos T
CD3+, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, linfocitos T reguladores, linfocitos
B, células NK y macrofagos asociados a tumores en ganglios linfaticos

inguinales de ratones controles y denervados con y sin tumores
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4. Los porcentajes de de linfocitos T CD3+, linfocitos T CD4+, li9nfocitos T CD8+,

linfocitos T reguladores, linfocitos B, células NK y macrofagos asociados a
tumores analizados no se afectan por denervacion simpética neonatal

La secrecidén de citocinas en el bazo, no se modifica por la accién de la
denervacion en animales con tumor.

La expresion del mRNA de TGF-B, IFN-y y TNF-a en las masas tumorales no

se afecta por accién de la denervacion simpatica neonatal.

10. PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos del presente trabajo, se proponen las siguientes

perspectivas:

1.

1. Evaluar si la linea celular 4T1 expresa receptores adrenérgicos, ya que lo

reportado en la literatura muestra contradicciones.

. Analizar el efecto de condiciones estresantes en animales denervados

neonatalmente y la respuesta inmune al cancer de mama.

Realizar denervacién en la etapa adulta previa a la induccién de los tumores
de glandula mamaria.

Realizar denervacion en la etapa adulta previa a la induccién de los tumores
de glandula mamaria y someter al animal a condiciones estresantes para
observar si existe modulacion de la respuesta inmune y la progresion de los

tumores.
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