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»

“; Quién dijo que todo estd perdido? ...

Estamos en el afio 2023 y en nuestro pais --como desde hace décadas--, mas de 50 millones de
personas viven en la pobreza y més de 30 millones cuentan en las filas del rezago educativo. Es
comun escuchar que, para disminuir la pobreza el camino principal es la educacion, cuando en
realidad la pobreza ocasiona la falta de educacion. El asunto central es que, la pobreza es producto
de la desigualdad. Los nifios y nifias que no desayunan, no aprenden siete de cada diez elementos
que se les ensefian; las y los adolescentes cuyos tutores trabajan de 10 a 12 horas diarias para
ganar el salario minimo --escenario de 19 millones de personas--, y no tienen tiempo de
acompariar su formacion, presentan cuatro veces mas probabilidad de abandonar la educacion
secundaria o el bachillerato; las y los jovenes que no pueden pagar educacion privada o cursos
de preparacion para el ingreso a la educacion superior publica, tienen el 85% de rechazo. Por lo
que, en la mayoria de los casos, la educacién deja de ser un derecho de la poblacién y obligacion
del Estado, para convertirse en un privilegio de élite, mientras la pobreza prevalece y se expande.

Las cualidades y capacidades son insuficientes cuando las condiciones son inequitativas de
origen y el verdadero contexto que conduce a una mayor probabilidad de desarrollo y éxito, es el
nicho socioecondmico en el que se nace y ocasionalmente la suerte. “Echarle ganas” -remedio
esgrimido por la é€lite privilegiada- ha pasado de ser absurdo, a una insultante evidencia de
ignorancia. Las condiciones en las que se reproduce la vida de la mayoria de las personas que
habitan el pais y el mundo, las obliga a “echarle ganas” desde que nacen... Pero ante la
desigualdad, solamente les alcanza para sobrevivir... Por lo que los privilegiados que emiten su
vacia propuesta de emancipacion humana desconocen su significado.

Este trabajo esta dedicado a esos millones de personas que, desde su pobreza, pagan con su
esfuerzo e impuestos este y miles de otros “proyectos de ciencia” que rara vez llegaran a
representar algun tipo de beneficio para ellas y ellos. Ya que, en su lugar, la mayoria de las
investigaciones se subordinan a un sistema de ciencia que simula filantropia, pero cuyo objetivo
real se ha vuelto la maquila y publicacién de articulos que frecuentemente no leen ni sus equipos
de trabajo, pero gque si aumentan los ingresos de los investigadores y las onerosas revistas. Se ha
establecido una ciencia que se mira el ombligo con el cobijo de aplausos entre pares - de porras
entre porristas-, investigaciones y planteamientos tan sesudos como 0ciosos, que reposan inertes
en la antesala de la devastacion socioecoldgica. Este sistema sigue pariendo generaciones
cientificas que son progenie de la ignorancia ilustrada, personas que aparentemente saben casi de
todo de un tema, pero que desconocen escandalosamente su entorno y la vida colectiva, de la que
hablan con tanta petulancia como ceguera. Se producen hordas de postgraduados capacitados
para presentar en congresos, elaborar carteles, interpretar figuras, realizar experimentos, manejar
sofisticados equipos y software, todas maravillosas y Utiles herramientas pero que no mejoran la
realidad social al estar desnudos de pensamiento, de critica, de sensibilidad, de generosidad, de
sentido colectivo y de humanismo, que son algunos de los elementos necesarios para resolver los
problemas de esta realidad descarnada.



Para contribuir a un escenario diferente, es urgente que las universidades, en especial las publicas
y principalmente la UNAM, tengan un funcionamiento que se parezca mas al mundo de justicia
al que aspiramos y no al inequitativo que ya hay. Empecemos por equilibrar los ingresos y el
trabajo entre las y los integrantes de su planta académica, ya que, por ejemplo: “Las y los diez
profesores peor pagados, incluyendo en sus ingresos los bonos de despensa, estimulos de
asistencia, antigliedad, nimero de horas trabajadas y antes de impuestos, reciben en promedio
$2,145.80 pesos al mes. En contraste, los siete profesores y las tres profesoras mejor pagadas en
la UNAM reciben en promedio $258,175.50 pesos al mes.” Lo que significa que, “el profesor
emérito que se supone da una clase, gana 125 veces més que la profesora ayudante que realmente
la imparte (por lo que esta, tendria que trabajar 125 afios, para ganar lo que el otro gana en un
solo afio); “el 10% de los profesores mejor pagados reciben en total, ingresos mensuales por mas
de $422 millones de pesos, mientras que la suma del ingreso total del 80% de los profesores con
menores salarios es de tan s6lo $380 millones. EI 1% mejor pagado de la UNAM es un grupo de
415 académicos, que concentran mas presupuesto de la UNAM que los 12,775 profesores peor
pagados.” (Solares Israel, 2021). Lo anterior posiciona a la maxima casa de estudios en un indice
de desigualdad (coeficiente de Gini) s6lo comparable al de Nigeria.

Sin pretender desahuciar ni aceptar con resignacion o amargura el escenario descrito, sostengo
que, es fundamental partir del piso de realidad en el que estamos, para volver justas las
condiciones institucionales y sociales. Esta premisa de justicia es lo que debemos aprender,
ensefar y ejecutar desde las universidades. Aunque no son la mayoria, también es real que si
existe investigacion, docencia y trabajo administrativo que rema a contracorriente y con valentia,
frente a la soberbia institucional, el machismo estructural, el amiguismo y nepotismo. Ejemplo
de ello son las profesoras que participaron en el presente trabajo, quienes generan bienes y
servicios palpables que atienden a las necesidades de la poblacion. Ademas, la Universidad
también cuenta con la digna rebeldia y la sabiduria de las y los estudiantes.

Es totalmente posible, pues todo lo que conocemos fue construido en algin momento por alguien
y se puede rehacer. Se puede y debe desechar el modelo social de falsa superioridad académica;
se pueden escuchar las voces de la comunidad y ejecutar las propuestas que emanen de ella; se
pueden dar salarios dignos y justos; se puede abolir el acoso y el hostigamiento sexual, entre otras
violencias asociadas al género; se pueden tener servicios e infraestructura adecuados para el
estudiantado y el profesorado; se puede invalidar la falsa meritocracia que imponen jefes y
directivos; se puede llevar la universidad al pueblo y el pueblo a la universidad; se puede poner
la técnica y la ciencia al servicio del equilibrio social; se puede, debe y necesita hacer una
universidad y un pais que sea la casa de todos y todas, y no el palacio de algunos y el yugo de la
mayoria.

Para quienes estuvieron, estan y vienen en camino, ofrezco mi pensamiento, mis manos y mi
corazon.
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Resumen

Los modelos murinos son criticos para la investigacion en inmunocologia, se han utilizado
como el principal modelo animal para la investigacion biomédica del microinmunoambiente
tumoral. Para evaluar el efecto de diferentes nicleos reproductores de ratones C57BL/6 en el
desarrollo de cancer de proéstata, asi como el nimero y distribucion de macrofagos tumorales
se realiz6 un experimento de isotransplantacion. Se emplearon dos nucleos de crianza de
ratones C57BL/6: BL/6nA y BL/6nB, se les trasplantaron células de adenocarcinoma
prostatico TRAMP-C1 por via subcuténea en la region interescapular, se documento el
crecimiento tumoral y se midieron los macréfagos intratumorales mediante
inmunofluorescencia tisular en multiples regiones tumorales. El grupo BL/6nB mostré una
implantacion tumoral del 54% y el proceso de crecimiento de 69 dias, mientras que el grupo
BL/6nA, la implantacion fue del 100% y el proceso de crecimiento tumoral de 28 dias.
Ambos grupos mostraron mayor poblacién promedio de macrofagos en las regiones superior
e inferior del tumor (43.5%) en contraste con el promedio de las regiones centrales (17.5%).
En la distribucion de perfiles M1y M2 los valores de M2 fueron del 50 % a 88% del total de
macréfagos en ambos grupos de ratones. Sin embargo, los tumores BL/6nB presentaron
alrededor del doble de perfil M1 (11% - 27%) que BL6nA (4% - 15%), asi como una menor
concentracion de macrofagos no polarizados. La proporcion promedio M2/M1 fue de 8/1
para el grupo A y de 4.2/1 para el grupo B. Nuestros resultados indican que el uso de
diferentes nucleos de reproduccién afecta la progresion tumoral asociada con el perfil de
macrofagos dentro del microambiente tumoral. La informacion generada en este estudio
sefiala la importancia de la renovacion de las fuentes animales para el control de variables en

el estudio de modelos murinos de cancer.



Abstract

Mouse models are critical for oncoimmunology research as they have been used as the
preferred animal model for biomedical research of tumor immune environment. To assess
the effect of different breeding nuclei of C57BL/6 mice in prostate cancer development and
tumor macrophage numbers and distribution, an isotransplantation experiment was
performed. Two breeding nuclei C57BL/6 mice were employed: BL/6nA y BL/6nB. Prostate
adenocarcinoma TRAMP-CL1 cells were transplanted subcutaneously, tumor growth was
monitored and intratumoral macrophages were measured by tissue immunofluorescence
staining at multiple tumoral regions. BL/6nB showed a tumoral implantation of 54% and
growth process of 69 days, Meanwhile BL/6nA implantation reached 100% and tumor
growth process was 28 days. Both groups displayed higher average macrophage populations
at top and bottom regions of the tumor (43.5%) in contrast with average of central regions
(17.5%), in M1 and M2 profile distribution, M2 values were from 50% to 88% of total
macrophages in both mice groups. Nevertheless, BL/6nB tumors present around twice the
amount of M1 profile (11% - 27%) than BL6nA (4% - 15%) and lower amounts of non-
polarized macrophages. M2/M1 average ratio was 8/1 for A group and 4.2/1 for B. Our
results indicate the use of different breeding nuclei affect tumoral progression associated with
macrophage profile within tumoral microenvironment. The data obtained in this study shows
the relevance of animal sources renewing for a better control of murine cancer model

variables.

Key words: Oncoimmunology, mouse, microenvironment, cancer, immunofluorescence,
macrophage polarization
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Abreviaturas

ADT: terapia de bloqueo de androgenos

ANOVA: analisis de la varianza

AR: receptor a andrégenos

ATM: cinasa serina/treonina o ataxia-telangiectasia mutada
BRCAL: gen de cancer de mama 1

BRCAZ2: gen de cancer de mama 2

CD206: grupo de diferenciacion 206

CD220: grupo de diferenciacion 220

CD68: grupo de diferenciacion 68

CDKa4: cinasa dependiente de ciclina 4

CHEKZ2: proteina cinasa serina/treonina CHK2

CXCL12: quimiocina 12 de motivo C-X-C

DAPI: diamidino-2-fenilindol

DMEM: medio de Eagle modificado por Dulbecco

DNA: acido desoxirribonucleico

DNS: suero normal de burro

DPI: dias postimplantacion

DR5: receptor de muerte 5

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético

EGF: factor de crecimiento epidermal

H2A.Z: Histona H2A.Z

HER-2: receptor del factor de crecimiento epidermal humano 2
HIFla: sub unidad alfa del factor inducible por hipoxia

I/TLS TIME: microinmunoambiente tumoral con infiltrado similar a érgano linfoide
terciario

I-E TIME: microinmunoambiente tumoral con infiltrado excluido
IDO: indolamina 2,3-dioxigenasa

IFNYy: interferon gamma



I-1 TIME: microinmunoambiente tumoral con infiltrado inflamado
IL-1: interleucina-1

IL-10: interleucina-10

IL-12: interleucina-12

IL-13: interleucina-13

IL-15: interleucina-15

IL-18: interleucina-18

IL-2: interleucina-2

IL-4: interleucina-4

IL-6: interleucina-6

INOS: 6xido nitrico sintasa inducible

KRAS: proteina Kristen Rat Sarcoma Virus

MAT: microambiente tumoral

MICA/B: antigenos A y B relacionados al MHC clase 1
MUCL: mucina variante corta S1

MYC: gen de myelocytomatosis

NCOAL/2: receptor nuclear coactivador 1y 2
NCORZ1/2: receptor nuclear correpresor 1y 2
NF-kB: factor nuclear kappa B

NOS2: 6xido nitrico sintasa 2

P53: fosfoproteina P53

PBS: solucién amortiguadora de fosfatos

PD-L1: ligando 1 de muerte programada

PI: postimplantacion

PSA: antigeno sérico prostatico

PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
RAD51D: RAD51 paralogo D

RAE: transcrito temprano 1 del acido retinoico
SEM: error estandar de la media

sMICA/B: antigenos A y B relacionados al MHC clase 1 solubles
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SICUAE: Subcomité para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion
TAMs: macrofagos asociados a tumor

TGFB: factor de crecimiento transformante beta

TIME: microinmunoambiente tumoral

TLRs: receptores tipo toll

TNF: factor de necrosis tumoral

TRAMP-C1: tumor de adenocarcinoma transgénico de préstata murina

ULB: proteina de union a UL16

VEGEF: factor de crecimiento vascular endotelial

Introduccion

Epidemiologia del cancer

El cancer es uno de los problemas de salud publica mas relevantes que se afrontara en el
presente siglo y una linea de investigacién prioritaria en el mundo. En los ultimos afios se
han hecho evidentes las alteraciones genético-moleculares en multiples neoplasias,
permitiendo ahora encontrar nuevas alternativas para el diagnostico temprano, la prediccion

de la conducta bioldgica de ciertos tipos de cancer y el tratamiento de algunos otros.

A nivel mundial, el cancer es un problema prioritario, en el afio 2002 se cuantificaron 6.7
millones de muertes (1), 7.6 millones en 2008 (1); 8.2 en 2012; 9.6 en 2018 (2) y 9.9 en 2020
(3). Lo anterior permite visibilizar un incremento en la tasa de mortalidad por esta
enfermedad, se prevé que la incidencia de cancer puede aumentar en un 49.7% y su
mortalidad en un 62.5% en los siguientes 20 afios (2, 3). El tipo de cancer mas frecuente a
nivel mundial es el de mama con una incidencia de 11.7% del total de casos, seguido por el
de pulmon, con 11.4%, en tercer lugar, se encuentra el cancer colorectal con 10% y en cuarto
puesto el cancer de prostata con 7.3% (2). En la poblacion masculina a nivel mundial el
cancer de pulmén encabeza la lista de incidencia con un 14.3%, seguido por el de préstata

con 14.1% y en tercer lugar el colorectal con 10.6%. Mientras que en la poblacién femenina
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el cancer de mama se encuentra en el primer puesto con 24.5% de los casos, seguido por el
colorectal con 9.4% y el pulmonar con 8,4%(2).

Céancer en México

La informacion oficial mas reciente data del afio 2012, en los que se reporta una incidencia
de 161,164 casos nuevos: 65, 540 en hombres y 82,445 en mujeres, una mortalidad de 78,719,
de los cuales 38,666 corresponden a defunciones de hombres y 40,053 a mujeres. Se estima
que el 13.4% de los habitantes tendran cancer antes de los 75 afos (2, 4, 5).

Los tres tipos de cancer con mayor incidencia en hombres son el de préstata con 14,016
casos, pulmon con 5,471 y el colorectal con 4,656. Y los que contribuyen mayormente a la
mortalidad por cancer son el de préstata con 6 367 defunciones, el de pulmén con 4,945 y el
de estdbmago con 3,368.

En las mujeres mexicanas, durante el 2012 los tres tipos de cancer con mayor incidencia
fueron el de mama con 20,444 casos, el cérvico-uterino con 13,960 y el colorectal con 3,995.
Los de mayor mortalidad son el de mama con 5,680 defunciones, el cérvico-uterino con 4,769

y el de higado con 3,149 defunciones (1).

Es importante sefialar que México aparece a nivel mundial como uno de los paises con menor
incidencia-mortalidad de cancer. Sin embargo, no se cuenta con cifras oficiales continuas
dado que los sistemas de informacion nacionales referentes a esta patologia dejaron de operar
en el 2006, con lo que fue el Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas, un esfuerzo
de que tenia la intencion de evolucionar hacia un registro con base poblacional mediante el
cual fuera posible conocer la magnitud real de la enfermedad; compromiso aun pendiente(6).
En el 2012 se generd informacion con respecto a la presencia de la enfermedad a través de la

Encuesta Nacional de Salud y Nutricién; sin embargo, no se trata de un sistema de monitoreo.
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Fisiopatologia del cancer

La palabra cancer se utiliza para denominar a las neoplasias malignas. Esta entidad
patoldgica, involucra diferentes alteraciones heredables a nivel celular como: mutaciones
genéticas y cambios epigenéticos en protooncogenes, genes supresores de tumor, genes de
reparacion celular y microRNAs, que resultan en la destruccion de la sociedad celular a partir
de la generacion de caracteristicas ventajosas, lo que le dan la capacidad de ser independiente,
evadir la respuesta inmune y hacer metastasis (7). Estos eventos son causados por exposicion
a mutdgenos enddgenos y ambientales fisicos, quimicos y bioldgicos(8)

Recientemente se han investigado a mayor profundidad las modificaciones que adquieren las
células alteradas para el desarrollo de las neoplasias, a partir de ello se han descrito diez
capacidades adquiridas que permiten que suceda el cancer: el mantenimiento de la sefial
proliferativa, la evasion de los factores supresores del crecimiento, la resistencia a la muerte
celular, la activacion de la inmortalidad replicativa, la induccion de angiogénesis, la
activacion de la invasion y metéstasis, la activacion de plasticidad fenotipica, la generacion
de células senescentes, asi como la reprogramacion en el metabolismo energético y la evasion
de la destruccion por el sistema inmune (8, 9). Para el establecimiento de estas caracteristicas
la célula neopléasica genera una compleja red de comunicacion, sefializacion y sintesis de

moléculas con las células presentes en su entorno tisular.

Existen incontables factores fisicos, quimicos y biol6gicos que se han definido como
inductores o desencadenantes de la transformacidén neoplasica, mientras que para la
generacion de tumores malignos se han identificado y propuesto diferentes caracteristicas
habilitadoras o capacitadoras a nivel celular y molecular. Estas son: la inestabilidad genémica
y mutacién; la inflamacion promotora de tumor; la reprogramacion epigenética no

mutacional y los microbiomas polimérficos (8, 9).
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Céancer de proéstata

El cancer de prostata es el cuarto mas diagnosticado en el mundo y el quinto lugar como
causa de muerte por cancer entre los hombres (6.8%, 375 304) en 2020 (3). En los Gltimos 5
afios la incidencia de casos ha aumentado significativamente en paises desarrollados. En
México, ocupa el primer lugar en incidencia (29.3% de los casos) y mortalidad (10.5% de
los decesos) en los hombres (2, 3, 10). De 1990 al 2008 se observo una tendencia a la alta
con tasas que van de 14.6 a 19.5 por 100,000 habitantes, lo que representd un incremento del
33.5% (1).

Esta entidad patoldgica es una neoplasia proveniente de las distintas células epiteliales de la
préstata y que derivan en adenocarcinoma, carcinoma escamoso 0 carcinoma
neuroendocrino, dependiendo del origen celular. En una préstata sana, el crecimiento y la
sobrevida celular depende del estimulo constante de andrdgenos, por ello, una caracteristica
relevante en las células transformadas es la respuesta a esta hormona. Uno de los primeros
tratamientos es la terapia de bloqueo de andrdgenos (ADT por sus siglas en inglés) para
disminuir la sefial proliferativa. Sin embargo, la eliminacion del estimulo androgénico no es
suficiente para detener el desarrollo tumoral cuando se trata de cancer de prostata resistente
a la castracion o cancer prostata metastatico (11). En ocasiones, las variantes de cancer que
no responden al ADT provienen de carcinomas prostaticos que en un inicio fueron receptor
de andrdgenos (AR, por sus siglas en inglés) positivo (AR+) o AR-low. y que debido al
proceso de proliferacion neoplasica se genera una marcada heterogeneidad con multiples
linajes celulares genéticamente distintos (12-14). Este tipo de cdncer genera metastasis
principalmente a los linfonodos cercanos, el higado, los pulmones y a huesos, se ha
identificado a la sefial de CXCL12 como una quimiocina central para en la ecotaxia de las

células en transicion epitelial mesenquimal (15).

Se han descrito mas de 30 genes cuyas alteraciones estan relacionadas con la generacion del
cancer de proéstata (14). Algunas de las mas relevantes son las de los genes BRCAly 2, ATM,
CHEK2, RAD51D, que codifican para proteinas de reparacion del DNA, (16-18); el receptor
de androgenos a nivel de su activador NCOAL/2 y de su represor NCOR1/2, inductores de la
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sefial proliferativa y la diferenciacion (19); el gen MYC, relacionado con la transformacion
hacia adenocarcinoma (20); PTEN, participante en la regulacion de la sobrevida celular, la
proliferacion, y el metabolismo energético (21) y el de la ciclina D1b, relacionado con la
sefial proliferativa continua (22); asi mismo, se han encontrado cambios epigenéticos como
la modificacion de la histona H2A.Z (23).

Respuesta inmune al cancer

Durante la mayor parte del siglo XX se pensé que los procesos neoplasicos eran Unicamente
el resultado de alteraciones genéticas en las células de origen; sin embargo, en la tltimas tres
décadas se ha construido una estructura de conocimientos para la comprension de los
mecanismos que regulan el desarrollo, la progresién y la metéstasis de los tumores. En el
microambiente tumoral se da una interaccion entre células neoplésicas, células del estroma
tisular y células del sistema inmune, estas Ultimas significan posiblemente el elemento mas
critico, ya que en mdltiples estudios se sefiala que llevan a cabo una respuesta anomala
relacionada con la aportacion de elementos que promueven el crecimiento tumoral, tales
como citocinas y otras moléculas proinflamatorias, factores de crecimiento y enzimas que
remodelan la matriz extracelular (24-27). De manera que su presencia y actividad se vincula
con la progresion del tumor, la angiogénesis, la sefial proliferativa, la inmortalidad
replicativa, la invasién y la metéstasis (7, 9). Sin embargo, también se ha demostrado que
una respuesta inmune exitosa de inmunovigilancia, puede inducir la remisién de los procesos
neoplasicos. En cualquier escenario existe la presencia de un diverso infiltrado de células de
la respuesta inmune del que forman parte todos los leucocitos y cuya relevancia depende del

tipo de cancer (7).

En la relacion sistema inmune-cancer se ha descrito un proceso denominado inmunoedicion
que consiste en tres fases: la primera es la eliminacion, en ésta, a traves del éxito en sus
mecanismos de vigilancia, el sistema inmune es capaz de eliminar las células neopléasicas.
De no eliminarse, se da paso a la segunda fase que es la de equilibrio, en la que las células

cancerosas adquieren capacidades producto de la presion de seleccion ejercida por la
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respuesta inmune, que le permiten evadir parcialmente el sistema inmune e incluso emplear
mecanismos de éste para evitar su eliminacion, lo que da paso a la tercera etapa: la de escape,
en la que las variantes de las células tumorales subordinan a los mecanismos inmunoldgicos
impidiendo su eliminacion por parte de estos, el ultimo escenario es el que lleva a la

manifestacion clinica de las neoplasias y a la metastasis (28, 29) Figura 1.

Inmunoedicion del cancer
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Figura 1. Tomada y modificada de: Swann, et al. the journal of clinical investigation,
2007(29). Proceso de inmunoedicion del cancer. Las células de los tejidos sanos, influidas
por estimulos carcinogénicos e incapaces de llevar a cabo mecanismos de reparacion o
control de la proliferacién dan origen a células transformadas. Frente a ello, la respuesta
inmune lleva a cabo la fase e eliminacion mediante la inmunovigilancia con la posibilidad de
eliminacion en caso de presentar mecanismos eficaces como la accion de macrofagos M1,
células NK, células NKT, linfocitos T yd, linfocitos TCD4+ y TCD8+. En caso de que las
células neoplasicas no sean eliminadas pasaran a un estado de equilibrio con los mecanismos
de la respuesta inmune, durante esta fase, la presion de seleccion ejercida por los mecanismos
inmunes, en compafiia de la inestabilidad genémica de las células tumorales traeran consigo
la generacion de células tumorales con la capacidad de modular la respuesta y escapar a la
eliminacién. DR5, receptor de muerte 5; IDO, indolamina 2,3-dioxigenasa; MICA/B,
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antigenos A y B relacionados al MHC clase 1; RAE, transcrito temprano 1 del acido
retindico; SMICA/B, MICA/B solubles; ULB, proteina de union a UL16.

La respuesta inmune al cancer se estructura con la participacion tanto de la respuesta inmune
innata como de la adaptativa. En el primer grupo tenemos los mecanismos moleculares como
los interferones tipo 1 y tipo 3 (30, 31), péptidos cationicos (32) y citocinas como el TNF,
IL-2, IL-15, IL-21 e 1L-12 (31, 33, 34). Con respecto a las células, encontramos la presencia
de células NK (35, 36), células dendriticas (37, 38), células cebadas (39), macréfagos (40,
41) y neutréfilos (42). El ciclo basico que describe la actividad exitosa por parte de la
respuesta inmune adaptativa se centra en la generacion de neo antigenos por parte de las
celulas tumorales, tales como productos proteicos andmalos derivados de P53 (43), KRAS
(44), B catenina (45) y CDK4 (46) entre otros, o bien la sobreexpresion de moléculas como
MUC1 (47), HER-2 (48), alfafetoproteina (49), gonadotropina corionica humana (50) y el
antigeno prostatico (46). Los neoantigenos pueden ser procesados por células presentadoras
de antigenos como las células dendriticas y llevados a los 6rganos linfoides secundarios o
terciarios para la induccién de la respuesta por parte de los linfocitos T CD4" y linfocitos T
CD8*, que daran origen a poblaciones efectoras capaces de infiltrarse en el

microinmunoambiente tumoral para la eliminacion de las células tumorales (7, 51, 52).

Todas estas células inicialmente juegan un papel en la respuesta anti-tumoral, pero durante
la fase de escape, se asocian a condiciones de inmunosupresion establecidas por las células
tumorales en asociacion con células estromales como los fibroblastos o adipocitos asociados
a tumor que las dirigen hacia perfiles que favorecen la progresion tumoral. El establecimiento
del tumor y su proliferacion celular descontrolada favorece la aparicion de condiciones de
hipoxia, lo que induce la continua liberacion de factores de crecimiento promotores de
angiogenesis como el VEGF y EGF por parte de los macréfagos y fibroblastos asociados al
tumor (8, 53, 54). Los macrofagos asociados al tumor también juegan un papel central en la
liberacion de metaloproteinas como la MMP9 que remodela la matriz extracelular y facilita
el desplazamiento de las células tumorales en estado de transicion epitelial mesenquimal

quienes mediante la sub expresion de la E-caderina y sobreexpresion de N-caderina (55, 56)
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pueden invadir tejidos vecinos o realizar la intravasacion como inicio de su traslado via
sanguinea o linfatica a drganos distantes con lo que se configura la metéstasis(8, 57). El
organotropismo de las células tumorales se ha explicado en primera instancia las mediante
las interacciones mecanico-anatomicas que ocurren cuando las células o conglomerados
celulares detienen su trénsito en Organos con microvascularizacion que favorezca la
extravasacion hacia el parénquima mediante factores como uniones ligando-receptor y
quimiocinas (58), también se han descrito programas genéticos en las células tumorales que
les confieren especificidad preponderante de migracién hacia 6rganos determinados, lo
anterior mediado por el envio de sefiales como citocinas y exosomas desde las células
presentes en el microambiente tumoral del tumor primario hacia células endoteliales,
inmunes y estromales del 6rgano receptor, lo que prepara y facilita la extravasacion de las
células tumorogénicas en el érgano blanco (59-62). Es importante sefialar que la metastasis

es la principal causa de muerte en pacientes oncolégicos (62).

Microambiente tumoral inmunitario

Se ha demostrado que el establecimiento y la progresion del proceso neoplasico depende de
la interaccion de las células tumorales con otras no transformadas pero con actividad alterada,
como las mesenquimales (63), vasculares (64), adipocitos (63, 65, 66), fibroblastos (54, 67)
y, de manera muy importante, las células de la respuesta inmune innata y de la adaptativa (7,
24, 68), que en conjunto, juegan un papel central en el control o la progresion del proceso
neoplasico (7, 24, 68-70). A este conjunto de relaciones celulares heterotipicas que
conforman la neoplasia se le ha denominado el microambiente tumoral inmunitario (TIME
por sus siglas en inglés) (24, 71, 72). Se ha descrito que la composicion y organizacion celular
dentro del TIME, esta relacionada con la eficacia de la respuesta inmunoldgica antitumoral
asi como con el éxito de terapias inmunomoduladoras (7, 24). En los tumores malignos se
configura frecuentemente un compartimento inmunosupresor, en el que contribuyen perfiles
reguladores de leucocitos como linfocitos T (73) y B (74), linfocitos innatos (75), macréfagos
(76), neutrofilos (77), células dendriticas (78) y células NK (79). Los esfuerzos de muchos
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de grupos de investigacion tienen por objetivo explicar la participacion de estas células y
contribuir en el disefio de inmunoterapias que contrarresten las funciones protumorales e

inmunosupresoras de estas poblaciones.

Macrdéfagos

Los macrofagos son células de origen mieloide distribuidas en casi todos los tejidos del
organismo, éstos poseen capacidad fagocitica, son células presentadoras de antigenos e
importantes productores de citocinas. Se han descrito una gran variedad de subtipos segun el
sitio donde se encuentren y la funcion que desempefien (80). Son considerados como las
celulas del sistema inmune mas plésticas del organismo, contribuyen en la organogénesis, la
homeostasis de los tejidos y regulan el equilibrio entre las respuestas pro y antiinflamatorias.
Para llevar a cabo lo anterior, los macrofagos son ampliamente heterogéneos y son capaces
de adoptar diferentes estados de activacidbn como respuesta a las circunstancias del

microambiente en el que se encuentren (26).

Macréfagos en los procesos neoplasicos

La evidencia acumulada demuestra que los macréfagos participan en todas las fases del
proceso del cancer. Estas células son elementos fundamentales en la carcinogénesis asociada
a la inflamacion, participan en la inmunovigilancia de los tumores y estan relacionados con
el fenémeno de la invasién y metastasis. Dentro de los tumores se les ha nombrado
macréfagos asociados a tumores (TAMs por sus siglas en inglés). Debido a la relevancia que
tienen en el mantenimiento de los procesos neoplasicos se han vuelto objetivo de nuevas
terapias en la basqueda de modificar el micro ambiente tumoral y con ello detener el
desarrollo tumoral (26).

Los macrdfagos tienen una participacion clave en la biologia del desarrollo de los tumores,
actian en la inmunovigilancia de las neoplasias a través de su actividad fagocitica y
oxidativa, aungue también lo pueden hacer en su progresion, pues son proveedores de sefiales

de crecimiento celular, remodelacion de la matriz extracelular, angiogénesis, intravasacion,
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invasion y metastasis (25, 57, 81-83). En multiples tipos de cancer las poblaciones de
macrdfagos igualan o superan a la de las células neoplasicas (25) y su actividad esta inducida
por la presencia de citocinas, alarminas, metabolitos y hormonas, entre otras moléculas de
sefializacion provenientes de células neopléasicas, células del estroma tumoral y otras células
del sistema inmune. Dependiendo de la combinacion de sefiales los macrofagos son
conducidos a maltiples fases y fenotipos, se han caracterizado dos poblaciones principales:
los clasicos inflamatorios M1, que se diferencian al ser estimulados a traves de receptores
tipo toll (TLRs) y producen citocinas como IL-1, IL6, TNF, IL-12, asi como altas cantidades
de dxido nitrico a través de la enzima 6xido nitrico sintasa 2 (NOS2 o iNOS) (80, 84), y los
macrdofagos M2 que se diferencian al ser estimulados por IL-4 e IL-13 y producen IL-10 y
factor beta de crecimiento transformante (TGFp), éstos se caracterizan por la expresion en su
superficie del receptor CD220, CD206 asi como por la presencia de la enzima arginasa de
manera intracelular (76). Las poblaciones de macrofagos generan un microambiente
dinamico que puede ser de utilidad para algunos tipos de cancer en diferentes etapas del
desarrollo de la patologia. Al inicio de la proliferacion celular en el cancer, las citocinas del
M1 favorecen la vascularizacion y el crecimiento de los tumores, al momento de hacer
metastasis se requiere de una supresion inmune, por lo que el fenotipo M2 facilita la salida

de las células tumorales (80, 83, 85).
Macraéfagos en el cancer de prostata

Las células mieloides juegan un papel central en el desarrollo de cancer de préstata, de estas,
los macrofagos han demostrado ser importantes participantes de la progresion tumoral,
metastasis y resistencia a la inmunoterapia. En los seres humanos se sabe que la presencia de
macrofagos en microambiente tumoral (MAT) se correlaciona con mayores titulos de
antigeno sérico prostatico (PSA), mayor valor en la escala de Gleason, Mayor riesgo de
recurrencia bioquimica, la promocion de la metastasis a través de la ruta CCL22-CCR4 y un
prondstico reservado (86-89). Los macrofagos fenotipo M1 son productores de IL-6, la cual
se relaciona con un aumento en la expresion del receptor de andrégenos AR y la resistencia
a la castracion inducida por la sobreexpresion del BMP6 en las células cancerosas(90), por

lo que se proyectan como blancos terapéuticos para inmunoterapia dirigida a evitar la
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resistencia a la terapia de bloqueo de andrégenos(91). La prevalecia de M2 en el MAT se ha

relacionado con una mayor extension tumoral y un peor pronostico (92).
El ratén como modelo experimental

El ratén (mus musculus) posee sistemas metabdlicos e inmunoldgicos similares a los del ser
humano (93), por ello y aunado a su facilidad de manejo, crianza, periodo de gestacion y
costo, es la especie animal mamifera en la que se ha desarrollado més ampliamente la
investigacion biomédica, siendo empleados como modelos para el estudio de innumerables
sistemas y mecanismos funcionales de los animales, asi como para la descripcion de la

biologia de muchas enfermedades.

Las cruzas endogamicas en los ratones se han realizado desde hace mas de 60 afios y su
objetivo inicial fue el de generar animales con homogeneidad y estabilidad genética
suficiente para reproducir fendmenos biologicos bajo las mismas condiciones
experimentales. De esta manera, las empresas productoras de animales de experimentacion
han provisto de animales a grupos de investigacion alrededor de todo el mundo; sin embargo,
a pesar de contar (en muchos de los casos) con un origen comun, las cepas murinas han tenido
mutaciones traducidas en cambios fenotipicos observadas entre las casas productoras, a las

que se les ha denominado subcepas (94).
El ratbn como modelo de estudio del cancer

En el estudio del cancer, se han establecido modelos murinos que permiten describir el
microinmunoambiente tumoral y su relacion con otros fendmenos como la metastasis. Entre
estos se encuentran los inducidos medioambientalmente a través de radiacidn, quimicos,
infecciones virales y bacterianas (70, 95-98); los de animales transgénicos capaces de
desarrollar distintos tipos de neoplasias; los de xenotransplantacion en el que se emplean
ratones inmunodeficientes capaces de aceptar células tumorales humanas y desarrollar la
neoplasia correspondiente, este Ultimo tiene el inconveniente de que al utilizar animales
inmunodeficientes, carecen de la participacion de los elementos de la respuesta inmune

adaptativa en el TIME. Un modelo adecuado para el estudio del TIME es el de
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isotransplantacion, que consiste en la implantacion de células tumorales de origen murino

cuyo haplotipo sea afin al de la cepa de ratones receptores (99, 100).

Modelo de isotransplantacion

El modelo de isotransplantacion permite evaluar el desarrollo tumoral, asi como los efectos
de tratamientos antineoplasicos en animales inmunocompetentes, a estos se les implantan
células que daran origen a un proceso carcinogénico. Para llevar a cabo el procedimiento, se
implantan células transformadas con capacidad carcinogénica o bien provenientes de algin
tumor, en un animal que posea el mismo haplotipo que las células a implantar. La similitud
en el haplotipo evita que las células sean rechazadas (y con ello el tumor) por el individuo
receptor. De manera habitual se implanta un minimo de 1X108 células y las vias empleadas
son la subcutanea, la intraperitoneal y la intracardiaca. La aparicion del proceso neoplasico
depende de la via y el tipo celular. Se reportan tumores subcutaneos perceptibles al tacto a
los 3 dias postimplantacion (99, 100). Cuando las células se implantan en el érgano o tejido
con el que comparten origen se le conoce como isotransplantacion ortotopica, cuando esta se
realiza en un tejido distinto se le denomina isotransplantacion heterotépica. En el primer
escenario el modelo posee similitudes con eventos neoplasicos de tumor primario, mientras

que, en el segundo, puede pensarse como eventos semejantes a metastasis (101).

La cepa C57BL/6 en el estudio de la inmunologia y el cancer

La cepa C57BL/6 de ratones de experimentacion, conocida también como BL6 o B6 es la
mas empleada a nivel mundial. Fue la cepa usada en el proyecto de secuenciacion del genoma
de raton por su caracterizacion fenotipica y su trasfondo genético (102, 103). Se trata también
de la cepa mas utilizada en los modelos de estudio del sistema inmune y de cancer, uso que
se le dio desde las etapas tempranas del desarrollo de la cepa (104). En el campo de la
inmunologia, a partir del uso de los ratones B6 se han hecho aportaciones en los topicos de
inflamacion (105-107), estudios hematoldgicos (108, 109), descripcion de vias y rutas
inmunometabdlicas (110), respuesta inmune ante la infeccion (111-113) y oncoinmunologia
(104), entre otras.
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La aportacion de las cepas C57BL/6 a los modelos para el entendimiento y la terapéutica del
cancer han sido medulares y en tiempos recientes destacan modelos en cancer de mama (114,
115), de colon y recto (116, 117), pulmon (118), higado (119, 120), estdbmago (121, 122), de
préstata (123, 124) entre muchos otros. A través de estos modelos, el estudio del cancer se
ha podido cruzar con otras areas del conocimiento biomédico y nos ofrece panoramas cada
vez mas amplios de interaccion entre la oncologia y la oncoinmunologia, con aspectos
neuroldgicos, hormonales, genéticos, del microbioma, entre otras lineas de investigacion.
Estas interacciones pueden significar la construccion de alternativas terapéuticas que

consideren multiples caras de un mismo desafio.

Diversidad en los ratones C57BL/6

La cepa C57BL/6 es conocida por la posibilidad de llevar a cabo mutaciones espontaneas o
inducidas. Hasta el 2021 se documentaron mas de 2,939 ratones C57BL/6 genéticamente
modificados, de los cuales el 21% provino del cruzamiento entre subcepas o de ratones de
subcepa desconocida (125).

En multiples centros de investigacion alrededor del mundo existe desconocimiento con
respecto de las subcepas que emplean, incluso en animales genéticamente modificados en los
que el control genético deberia de ser mas riguroso. Se ha sefialado que de los ratones de
experimentacién B6 empleados en paises desarrollados como Alemania y Austria, entre el
26 y el 70% provienen de la mezcla de subcepas o se desconoce cuéles fueron empleadas
(126) y un 39% de los investigadores de Finlandia no lo considera de importancia (127). La
mayoria de los articulos publicados en revistas indizadas en las que se utilizaron ratones
transgénicos, no refieren o validan el fondo genético de las subcepas empleadas. Aunque las
diferencias fenotipicas entre las subcepas en muchas ocasiones pasan desapercibidas,
consorcios internacionales y grupos de investigacion en genémica han sefialado la relevancia

de tener control de ello por su potencial alteracion en los resultados experimentales (128).
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Se han reportado diferencias genéticas entre las subcepas de BL6 que derivan cambios en la
conducta (129, 130), rutas metabdlicas en multiples sistemas (131-135), sensibilidad a
compuestos (136), anomalias inmunolégicas (130, 137) susceptibilidad a enfermedades (132,
138, 139), cambio en apariencia, entre otras variables (140). Se ha demostrado que existen
diferencias entre ratones de las subcepas J, N y Ha de B6 en el modelo de oncogénesis de
induccion de cancer colorectal(141). También se ha demostrado una diferencia entre las
subcepas N y J con respecto de la resistencia a la implantacion heterotopica de células de
adenocarcinoma mamario, en la que se encontré que la subcepa N posee una resistencia
mayor al proceso neoplésico relacionado con las poblaciones de macréfagos M1y una mayor
sintesis de Oxido nitrico(142). Por otra parte, existe evidencia de diferencias entre las
subcepas Hsd y J en mecanismos de la respuesta inmune que pueden alterar la calidad de la
respuesta antitumoral, como es el caso de la mutacion en el gen Dock?2 para la cepa Hsd que
afecta la citocinesis, altera las poblaciones de linfocitos T CD8+, la sintesis de interferones
tipo 1y la respuesta humoral(137, 143).

Para minimizar la deriva génica compafiias productoras han buscado implementar el
programa de estabilidad genética, aunque frecuentemente no se trata de una practica comun
en las instalaciones animales de las instituciones de investigacion. Para asegurar la
reproducibilidad experimental y evitar resultados parciales, es importante que los
investigadores identifiquen las diferencias fenotipicas derivadas del uso de subcepas
desconocidas.

Justificacion

El estudio del microinmunoambiente tumoral requiere de modelos estables de
experimentacion animal, conocer el efecto del ndcleo de reproduccion murina sobre la
implantacion, progresion y las poblaciones de macrofagos en el microinmunoambiente
tumoral, puede aportar evidencia de alteraciones derivadas de fallas en el control genético de

las cepas murinas y demostrar la importancia de su seguimiento.
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Hipdtesis

Dadas las diferencias observadas en la composicion del sistema inmune entre subcepas de
C57BL6. se espera que el desarrollo del cancer de prostata sera diferente entre los nucleos
de produccion de esta cepa, asociado a cambios en las poblaciones de macréfagos presentes

en el microambiente tumoral.

Objetivo general

Evaluar la diferencia en el desarrollo tumoral y las poblaciones de macréfagos presentes
microinmunoambiente tumoral entre dos nlcleos de produccion de ratones C57BL/6, a través
del desarrollo de un modelo de isotransplantacion de células cancerosas de prostata y el
estudio por inmunofluorescencia de las poblaciones macrofagicas, para conocer el efecto de

variabilidad de las lineas murinas sobre un modelo de estudio de cancer.

Objetivos particulares

1. Implementar y evaluar el desarrollo de un modelo de isotransplantacion tumoral en

ratones C57BL/6 de dos nucleos de produccion.

2. Estandarizar la técnica de inmunofluorescencia en cortes histolgicos de los tumores para
determinar la cantidad, los perfiles y la localizacion de los macrofagos M1y M2.

Material y métodos
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Implementacion del modelo de isotransplantacion tumoral

Animales

Se utilizaron 28 ratones machos C57BL/6 de 6 a 8 semanas provenientes del bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM (11B, UNAM); 6 de ellos pertenecian
al nucleo de produccion A (BL/6nA) y 22 al nucleo B (BL/6nB). Fueron alojados
individualmente en jaulas de polisulfonato con las siguientes dimensiones: 27 cm de largo x
16 cm de ancho x 12 cm de alto. Recibieron alimento y agua ad libitum. El manejo se realizo
posterior a un periodo de adaptacion de 3 dias. El procedimiento experimental fue aprobado
por el Subcomité para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (SICUAE) de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM, protocolo nimero SICUAE DC-
2019/2-4.

Cultivo celular

Se empled la linea celular TRAMP-C1 (ATCC® CRL 2730) de adenocarcinoma epitelial de
préstata murino, estas se cultivaron en DMEM (Gibbco®) con 4 mM de L-glutamina ajustado
a 1.5 g/L de bicarbonato de sodio y 4.5 g/L de glucosa, suplementado con 0.005 mg/ml de
insulina bovina (Sigma-Aldrich), 10 nM de dehidroisoandosterona (Sigma-Aldrich), 5% de
suero fetal bovino y 5% de Nu-serum IV Corning®, fueron incubadas a 37°C con 5% de COx.
Las células se cultivaron en cajas de cultivo celular de 75 cm? y al encontrarse a una
confluencia de 90% se despegaron con 3 ml de tripsina al 0.5% con 0.5 mM de EDTA.
Posteriormente se centrifugaron a 1500 revoluciones y lavaron en dos ocasiones con PBS a
pH de 7.4 para ser colocadas en un tubo para centrifuga de 50 ml. La cuantificacién se hizo
con una camara de Neubauer a 40 pl del stock celular con 40 pl de una solucién de azul de
tripano al 0.4% (Gibbco®).
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Induccién tumoral

Se implantaron 3 x 10° células TRAMP-C1 en un volumen de 100 pl de solucion isotonica
de NaCl. Para lo anterior se llevo a cabo la sujecion del animal colocandolo en decubito
ventral y se administrd el indculo por via subcutdnea en la piel laxa de la region
interescapular, el dia de la inoculacion de las células fue considerado el dia cero del
experimento. Se realizd la medicion diaria con un vernier y se calculd el volumen tumoral

[(largo en mm) x(ancho en mm)? x r]
6

conforme a la formula (144). Se practicé la eutanasia

de acuerdo a los criterios de bienestar animal, la determinacion del punto final se realizo
conforme a la presencia de al menos uno de los siguientes eventos: obtencion de un diametro
tumoral de 9 a 13 mm de diametro promedio, pérdida del 20% del peso corporal, hipotermia,
debilidad o ataxia, conducta esponténea o falta de respuesta a los estimulos (145, 146).

Evaluacion de los macréfagos en el microambiente tumoral
Obtencidn y procesamiento de las muestras

Previa anestesia con la mezcla ketamina (100mg/kg) y xilacina (5mg/kg), el animal fue
perfundido con solucion salina isotdnica de NaCl con paraformaldehido al 4% via
intracardiaca para la fijacién completa de los tejidos y la obtencion de las masas tumorales.
Los tumores fueron deshidratados siendo colocados de manera progresiva en tres soluciones
de sacarosa (10%, 20% y 30%) 10 min en cada una. Una vez deshidratados fueron cortados
en 4 regiones denominadas 1, 2, 3 'y 4 siendo 1 la regién tumoral en contacto con la piel y 4
la de contacto con el cuerpo del raton, de cada segmento se obtuvieron cortes de las dos caras
disponibles, porciones Ay B (Figura 2). Los cortes tumorales fueron colocados en placas de
24 pozos incluidos de manera individual en compuesto OCT Tissue Plus® para su
criopreservacion a -75°C, a partir de estos se realizaron cortes de 10 um para fijarse en

laminillas electrocargadas Superfrost ™ slides®. Cada laminilla se configurd con las dos
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caras de cada una de las regiones del tumor, las laminillas con los tejidos se mantuvieron en

congelacion a -20 °C hasta el momento de realizar las tinciones de inmunofluorescencia.

-

S mm—-—

Body
0 « |

Figura 2. Procedimiento de coleccion tumoral y segmentacion por regiones. a.
Representacion del sitio de implantacion tumoral subcutanea a nivel interescapular. b.
Esquema de segmentacion de las regiones tumorales para la obtencion de cortes.

Anticuerpos empleados

Se estandariz6 la técnica de inmunofluorescencia indirecta para la determinacién de
poblaciones intratumorales de macrofagos. Para la determinacién de macréfagos totales se
emplearon los anticuerpos Rat anti-mouse CD68 (NBP2-33337 Novusbio®) y Donkey anti-
rat 1gG antibody Alexa Fluor 488® (Jackson Immunoresearch), para la determinacion de la
subpoblacion M1 se adicionaron los anticuerpos Rabbit anti-mouse iNOS antibody (NB300-
605 Novusbio®) y el anticuerpo Donkey anti-rabbit IgG Alexa Fluor 647® antibody (Jackson
Immunoresearch®). Para la subpoblacién M2 se utilizaron los anticuerpos goat anti-mouse
antibody CD206 (AF2535 Novusbio®) seguido por el anticuerpo donkey anti-Goat IgG Cy3
antibody (Jackson Immunoresearch®). Por lo que las poblaciones del perfil M1 fueron
CD68+INOS+CD206-, las del perfil M2 CD68+iNOS-CD206+ y los macrofagos no
polarizados CD68+iNOS-CD206-.
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Evaluacién del microambiente tumoral

Para la inmunofluorescencia, las laminillas con los cortes tumorales se colocaron a
temperatura ambiente durante 10 min, posteriormente se rehidrataron con 100 ul de PBS 1X
durante 10 min, al término se incubaron con 100ul de la solucion de bloqueo Immunodetector
protein blocker/antibody diluyent (BIOSB®) con 5% de Donkey Normal Serum (DNS)
(Jackson Immunoresearch®) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizaron tres lavados con la solucion Immunodna wash 1X (BIOSB®) y se incubaron con
100 pl del anticuerpo primario diluido la solucion de incubacién Immunodetector protein
blocker/antibody diluyent (BIOSB®) adicionada con 1% de DNS y 0.3% de triton X-100
(Sigma-Aldrich) durante 18-24 horas a 4 °C. Después se realizaron tres lavados con la
solucion de lavado Immunodna wash 1X (BIOSB®) y se afiadio el anticuerpo secundario en
la solucion de incubacidn previamente sefialada y se incubaron por 2 horas a temperatura
ambiente en oscuridad. Al final de este periodo se realizaron tres lavados con la solucién
Immunodna wash 1X (BIOSB®) y se afiadieron 80 pl de una solucién a una concentracion
de 1 pg/ml de diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich®) en PBS 1X y se incubo
durante 15 minutos en oscuridad, después de tres lavados con PBS 1X, se agregd una gota
de DAKO Fluorescence Mounting Medium (Agilent®) y se cubrié con un cubreobjetos. Los
controles negativos recibieron todo el procesamiento y los amortiguadores en ausencia del
anticuerpo primario y como testigo de deteccion de macréfagos se integré un corte
histolégico de bazo. Las laminillas se leyeron en el microscopio Molecular Device®
Imagexpress®. Se obtuvieron las lecturas de 12 a 16 campos de cada seccion de tejido y se
procesaron las imagenes con el programa Metaxpress® para la cuantificacion de las

poblaciones de macrdfagos.

Andlisis estadistico
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El andlisis de los datos se realizd con el programa estadistico IBM SPSS Statistics®
utilizando la prueba ANOVA y comparacion de medias de Tukey como prueba paramétrica
y la prueba de Wilcoxon para variables no paramétricas. Para la implantacion del tumor se
realizd la prueba de Chi-cuadrada en cuadros de contingencia. Los gréaficos se realizaron con

el software Graph pad Prism 7®.

Estrategia experimental
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Figura 3. Estrategia experimental. 1. Cultivo de células de adenocarcinoma prostatico
TRAMP-C1. 2. Implantacion de 3X10° células por via subcutanea en la region interescapular.
3. Periodo de crecimiento tumoral. 4. Obtencidn y segmentacion de los tumores para la
determinacion de poblaciones de macrdfagos y sus subtipos por inmunofluorescencia en cada
region tumoral. 5. Cuantificacién celular por inmunofluorescencia con el equipo automatico
Imagexpress®. 6. Analisis de la informacion.

Resultados

Isotransplantacion y desarrollo tumoral

Los ratones del grupo B mostraron una menor implantacion tumoral y el crecimiento fue mas
lento con respecto del grupo A. En el grupo BL/6nA la deteccion del tumor en el sitio de
inoculacion fue posible el dia 12 postimplantacion (PI) con una tasa de éxito del 100% (6/6),
mientras que en los ratones del grupo BL/6nB la deteccion tumoral se observd a partir del
dia 17 Pl y con una tasa de éxito del 54% de los animales (12/22) (Figura 4b). Todos los
tumores obtenidos presentaron una forma elipsoidal (figura 4a). Los tumores implantados en
los ratones BL/6nA mostraron un crecimiento homogéneo y alcanzaron su tamafio maximo
permitido en el estudio el dia 28 PI. De los 12 tumores implantados en los ratones BL/6nB,
4 alcanzaron su tamafio maximo en un periodo de 60 a 69 dias Pl y 8 remitieron entre los
dias 35-60 PI (figura 4c).
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Figura 4. Implantacion y crecimiento tumoral subcutaneo de células de cancer de
prostata TRAMP-C1 en ratones C57BL/6 de dos nucleos reproductores. a. Imagen
representativa de los tumores obtenidos el dia 28 (BL/6nA) y 70 (BL/6nB). b. Porcentaje de
ratones con implantacion exitosa del tumor (***p<0.0001). c. Dinamica de crecimiento
tumoral de tumores implantados mediante la evaluacién del didmetro tumoral medio; en rojo,
ratones BL/6 del nlcleo A; en azul, ratones del nacleo B con implantacion exitosa; en negro,
ratones del nicleo B con remision del tumor después de la implantacion.

Evaluacion de los macréfagos totales en el microambiente tumoral

La obtencion de los tumores para la evaluacion del microambiente tumoral se realizo el dia
28 para el grupo BL/6nA y del dia 60 al 69 PI para los animales del grupo BL/6nB. La

presencia de macréfagos dentro del MAT se evalué mediante la expresion de CD68 y se
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midio con el analizador de imagenes metaxpress para la identificacion célula por célula
(Figura 5a) No se observaron diferencias en el porcentaje total de macréfagos (CD68+) del
total de células entre los grupos (p=0.72) (Figura 5b). Encontramos que la concentracién de
macrofagos cambia entre las regiones tumorales. Existe una diferencia significativa entre la
concentracion de macrofagos en las regiones superior e inferior (1 y 4) con valores promedio
del 50% al 52% del total de macrdfagos celulares, en comparacion con las regiones centrales
(2 y 3) que se encuentra entre el 12% y 20%. Esta distribucion se observa tanto en los tumores

obtenidos del grupo BL6/nA como en los del grupo BL/6nB (Figura 5¢) (Cuadrol).
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Figura 5. Deteccion de células CD68+ dentro del microambiente tumoral. a. Imagen
representativa de los cortes de tejido tumoral marcadas con anti-CD68 para la identificacion
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de los macrofagos. b. Comparacion de la concentracion de macréfagos totales promedio entre
los tumores obtenidos del grupo BL/6nA frente a los obtenidos del grupo BL/6nB. C.
Comparacion entre las poblaciones de macrofagos presentes en cada region tumoral para los
grupos BL/6nA y BL/6nB. Bazo. Control de identificacion de macrofagos en el bazo.
***p<0.001

Evaluacion de los perfiles M1y M2 en el microinmunoambiente tumoral

Los macréfagos de fenotipo M1 fueron identificados y cuantificados mediante la expresion
de CD68+ iNOS+ (Figura 6a), mientras que el fenotipo M2 se detectd mediante la expresion
de CD68+ CD206+ (Figura 6d). En los tumores del grupo BL/6nB se observd mayor
concentracion de macrdfagos de fenotipo M1 (Figura 6b), con marcada diferencia en las
regiones tumorales 1A y 1B, p<0.001 (Figura 6c¢), no se observaron diferencias entre grupos
con respecto al fenotipo M2 (Figuras 6e y 6f). En ambos grupos se observé una diferencia en
la distribucion de las subpoblaciones segun la region tumoral, encontrando una mayor
poblacién del total celular en las regiones tumorales 1y 4, (de 5,2% +/- 1,06 SEM a 17% +/-
3 para M1y de 24.5 +/- 1.8 SEM a 26.9%+/- 2.2 SEM para M2) en comparacion con las
regiones centrales 2 y 3 (0.7% +/- 0.18 SEM a 2.4% +/- 0.7 SEM para M1y 9.02 + /- 0.9
SEM a 14.6% +/- 1.0 SEM para M2) (Figura 6c y 6f) (Cuadro 1).
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Figura 6. Cuantificacién de macréfagos M1 CD68+ iNOS+ y M2 CD68+ CD206+ en
secciones de tumor subcuténeo de células de cancer de prdstata murino. a. Imagen
representativa de macréfagos M1 (DAPI+CD68+iNOS+) inmunofluorescencia de
macrofagos en secciones de tumor de cancer de prostata. b. Comparacion de macréfagos M1
intratumorales totales entre ratones de nicleos BL/6nA y BL/6nB. C. Comparacion de las
subpoblaciones de macrofagos M1 por region entre los grupos BL/6nA y BL/6nB * p<0,001.
d. Imagen representativa de macréfagos M2 (DAPI+ CD68+ CD206+) inmunofluorescencia
de macro6fagos en secciones de tumor de cancer de prostata murino e. Comparacion de
macréfagos M2 intratumorales totales entre ratones de nucleos BL/6nA y BL/6nB. F.
Comparacién de subpoblaciones de macréfagos M2 entre regiones de estudio para cada
grupo *p<0,001.

Comparacion de los macrofagos M1, M2 y no polarizados por region tumoral

Para evaluar las subpoblaciones de macréfagos de manera simultanea se realizd una tincion

triple de CD68, CD206 e iNOS (Figura 7a). En ambos grupos se observé que los macréfagos
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de fenotipo M2 presentan un mayor porcentaje promedio del total de macrdfagos en las
regiones centrales (2 y 3), mientras que se observaron valores mas bajos en las regiones
superior e inferior (1 y 4) (Figura 7b y c). Sin embargo, en las regiones centrales 3A, 3B y
4A del grupo BL/6nB se encontrd un aumento en la proporcion, alcanzando valores de 84%
+/- 1.8 SEM a 84% +/- 2.3 SEM del total de macréfagos (Figura 7d). Los macréfagos M1
presentaron una mayor concentracion en los animales del grupo BL/6nB. Mientras que los
porcentajes en las regiones centrales (2B, 3A y 3B) del grupo BL/6nA alcanzan valores entre
4.15% +/- 0.14 SEM y 7.43% +/- 0.18 SEM en los ratones del grupo BL/6nB se encuentran
entre 11.48 % +/- 0.2 SEM y 15.24%. +/- 0.5 SEM. Asimismo, en el grupo BL/6nA, las
regiones 1A, 1B y 2A mostraron porcentajes de 15.71% +/- 0.9 SEM, 10.34% +/- 1.0 SEM
y 6.67% +/- 0.2 SEM, respectivamente, que contrastan con 27.74% +/- 2.1 SEM, 25.04 %
+/- 1.6 SEM y 15.24 % +/- 0.5 SEM en las regiones equivalentes del grupo BL/6nB (Figura
7d). También se determind la poblacién de macréfagos no polarizados (CD68+CD206-
INOS-) para cada una de las regiones tumorales, en las regiones centrales 3A, 3B y 4A del
grupo BL/6nA, porcentajes del 17.38% +/- 1.54 SEM, 33.49% +/- 2.41 SEM y 34.03% +/-
2.10 SEM respectivamente, frente a los valores 3.38% +/- 0.82 SEM, 4.99% +/- 1.92 SEM y
2.08%+/- 0.25 SEM de sus contrapartes en el Grupo BL/nB (Figura 7d). La relacion
promedio M2/M1 fue de 8/1 para el grupo A 'y de 4.2/1 para BL/6nB (Cuadros 1y 2).
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Figura 7. Poblacién de macrofagos M1, M2 y no polarizados en las diferentes regiones
tumorales. a. Imagen representativa de la inmunofluorescencia para la deteccion de los
fenotipos M1, M2 y macréfagos no polarizados realizada en los tumores obtenidos de los
grupos BL/6nA y BL/6nB. b. Cuantificacion de macrofagos de fenotipo M1 (rojo), M2 (azul)
y macrofagos totales (verde) para cada una de las regiones tumorales estudiadas en el grupo
BL/6nA. C. Cuantificacion de macrofagos de fenotipo M1 (rojo), M2 (azul) y macréfagos
totales (verde) para cada una de las regiones tumorales estudiadas en el grupo BL/6nB. d.
Porcentaje medio de macrofagos fenotipo M1, CD68+iNOS (rojo), fenotipo M2,
CD68+CD206+ (azul) y macréfagos no polarizados CD68+iNOS-CD206- (amarillo) para

cada una de las regiones estudiadas.
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Cuadro 1. Proporcion M2/M1 por region tumoral

Regién tumoral BL/6NA BL/6nB
1A 3.91/1 1.47/1
1B 4.94/1 2.18/1
2A 8.60/1 4.44/1
2B 11.87/1 4.87/1
3A 12.05/1 7.18/1
3B 15.02/1 7.27/1
4A 4.31/1 3.13/1
4B 3.36/1 3.06/1
Promedio 8/1 4.2/1

Cuadro 2. Resumen de las diferencias observadas entre los dos nacleos de reproduccion

C57BL/6nA C57BL/6nB

Tiempo de deteccion Dia 12 PI Dia 17 PI
de la masa tumoral
Porcentaje de éxito 100% 54%
en la implantacion
Porcentaje de 0% 66%
remision
Tiempo de 28 DPI 69 DPI
desarrollo tumoral
Macrofagos totales 33.1% 34.6%

Macréfagos M1 9.65% 18.29%

Macrofagos M2 62.27% 66.16%

Macrofagos no 28.07% 15.54%
polarizados
Relacion M2/M1 8/1 4.2/1

Cuadro 2. Resumen de la comparacion en las variables observadas en el estudio. Valores
promedio observados entre los grupos de estudio. Los valores de macréfagos totales, M1,
M2, no polarizados y la relacion M2/M1 corresponden al valor promedio de las regiones
tumorales evaluadas por grupo de estudio.
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Discusion

En el presente estudio se observaron diferencias en el proceso de implantacion y crecimiento
tumoral entre dos grupos de ratones C57BL/6. Los animales de nucleos de crianza BL/6nB
mostraron una menor implantacion tumoral (54 % de los ratones), un periodo de crecimiento
tumoral mas lento (69 dias) y remisién de los tumores en el 66% de los ratones con
implantacion. En cambio, el 100% los animales del grupo BL/6nA tuvieron una implantacion
exitosa y un crecimiento tumoral homogéneo que alcanz6 su mayor tamafio en menor tiempo
(28 dias). Es posible atribuir las diferencias entre grupos a cambios en el fondo genético de
los ratones, situacion previamente descrita cuando se realiza la implantacion de células
TRAMP en ratones de subcepas diferentes, esta variacion ha demostrado afectar el tiempo
de desarrollo neoplésico, asi como los tejidos diana de metéstasis (147-149). Alrededor de
932 genes han mostrado una expresion diferencial dependiendo del contexto genético de los
ratones en modelos de cancer de prostata, muchos de ellos relacionados con el desarrollo

neoplésico (149).

No se observd diferencia en la concentracion de macréfagos totales entre los grupos
experimentales, sin embargo, en ambos grupos se encontr6 una diferencia en las poblaciones
de macrofagos totales entre las regiones tumorales. En las centrales encontramos valores de
macrofagos de 15% a 20% del total celular de la masa tumoral, mientras que, en las regiones
superior e inferior, correspondientes a las cercanas a la piel o al térax se observaron valores
de 30% a 57%, respectivamente. La informacion obtenida de estas ultimas regiones coincide
con lo descrito en diversos estudios que indican una alta proporcién de macréfagos que
componen la masa tumoral (27), estudios en los cuales incluso se han observado mayores
concentraciones de macréfagos que de células tumorales (26, 40, 83). Con la informacion
generada en el presente estudio es posible hipotetizar que la distribucion de macrofagos en
otros modelos podria variar dependiendo de la region tumoral, situacién no observable
cuando la técnica de cuantificacién requiere la disgregacion del tejido como ocurre en el caso
de la citometria de flujo, siendo esta la técnica mas ampliamente difundida en la

cuantificacion celular del microinmunoambiente tumoral. La diferencia en la concentracion
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de macrofagos puede encontrarse relacionada con el nivel de angiogénesis y la potencial
migracion celular, puesto que se conoce la participacion de las células estromales adyacentes
al tumor como importantes promotoras de la vascularizacion (150). Para orientar si existe
esta relacion seria necesario cuantificar la presencia de vasos sanguineos en las distintas

regiones del tumor, tarea pendiente para futuras investigaciones.

La abundancia de macrofagos en el MAT se ha relacionado con un mal prondéstico en el 80%
de los estudios publicados (53). Ligada con su actividad proinflamatoria, estas células
aportan citocinas y especies reactivas de oxigeno al MAT, lo que induce inestabilidad
gendmica util para las células neoplésicas en la adquisicion de caracteristicas y habilidades
que le permiten la progresion tumoral (8, 81); asi mismo, la sintesis de citocinas, quimiocinas
y proteasas contribuyen a la migracion e intravasacion de las células tumorales durante la
metastasis (84). Se reportd que en un modelo murino de cancer de mama knock-out para
citocinas hematopoyeéticas como el factor estimulante de colonias -1 (CSF-1 por sus siglas
en inglés), en este modelo, se observd que a raiz de dicha mutaciéon la poblacion de
macrdéfagos asociados al tumor disminuye, junto con una reduccion en la proliferaciéon de

celulas neoplésicas y la metastasis (151).

Encontramos un patrén similar en las subpoblaciones M1 y M2: una mayor concentracion de
ambas poblaciones en las regiones superior e inferior en comparacion con las centrales; sin
embargo, el fenotipo M1 presenta poblaciones significativamente mas bajas (de 4 a 27%)
que M2 (40 a 84%). Esto se ha relacionado con la actividad inmunosupresora inducida por
los macréfagos M2 en estadios avanzados del proceso neoplasico y la inmunomodulacion
ejercida por las células tumorales y estromales asociadas a tumores a través de citocinas como
TGF-B e IL-10 asi como receptores de superficie como PD-L1 (40, 57, 152). La relacion
observada entre los dos perfiles de polarizacion del presente estudio, se puede explicar debido
a que la dominancia del perfil M2 induce la conformacion de un microambiente rico en
citocinas supresoras como IL-10, IL-13, TGF-B, lo que se traduce en la regulacion del perfil
M1 productor de IFNy, 6xido nitrico, IL-12 e I1L-18 (26, 80, 153). Este escenario se relaciona
con los eventos de inmunoedicion y escape, situaciones necesarias para el desarrollo tumoral,

la invasion y la metastasis (28).
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Los ratones del grupo BL/6nB presentaron alrededor del doble de la cantidad de macrofagos
M1 y una reduccion de los macréfagos no polarizados (CD68+ iNOS-CD206-) en todas las
regiones tumorales, al observar la relacion M2:M1 encontramos que el grupo BL/6nA
presentd una relacion promedio de 8/1 (M2/M1), mientras que en el grupo BL/6nB se
present6 una proporcion promedio de 4.2/1, lo que significa cerca del doble de macrofagos
M2 por cada M1 en el grupo A con respecto del B.

Se ha descrito la presencia de ambas poblaciones de macréfagos en el microambiente tumoral
y existe la propuesta de que éstos tienden a pasar del perfil M1 al M2 (41). En los tumores
establecidos la sefial inflamatoria de NF-«xB se ve inhibida por la reconfiguracion de éste en
homodimeros de p50, lo cual lleva al macréfago M1 que expresa iNOS y TNF a cambiar su
perfil hacia M2 (85), también se ha relacionado este cambio a la hipoxia existente en las
regiones necroticas del tumor que induce el cambio hacia perfil M2 a través de la expresion

del factor de transcripcion HIFla.

En el cancer de prostata se ha encontrado que una mayor cantidad de macréfagos totales en
el microambiente tumoral se correlaciona con una mayor puntuacion en la escala de Gleason
y una menor sobrevida (154), también se observd que la presencia de macrofagos fenotipo
M2 en colaboracion con los fibroblastos asociados a tumor, son una de las caracteristicas del
microinmunoambiente para el establecimiento tumoral relacionadas con un prondstico
reservado, esta cooperacion celular provee factores de crecimiento y citocinas necesarias para
el reclutamiento de més macréfagos a su vez dirigidos hacia el perfil M2 y en conjunto
favorecen la metéstasis (76, 80). En pacientes con cancer de préstata se ha encontrado una
relacién entre la proporcion M2/M1 con el puntaje clinico, en la que un aumento en las
poblaciones M2 con respecto de las M1 se traducen en un peor pronostico (76), se tienen
multiples hallazgos de la participacion de macrdfagos principalmente los de fenotipo M2
relacionados con la progresion del cancer y la metastasis (Cuadro 3). Por lo anterior podemos
pensar que la mayor concentracion de macréfagos M1y la disminucion en la relaciéon M2/M1
observada en el grupo B de nuestro estudio, esté relacionada con la remision tumoral y el
retraso en el crecimiento tumoral encontrados en estos ratones durante el desarrollo del

modelo. La disminucion de macréfagos no polarizados en el grupo B podria interpretarse
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como la polarizacion de estos hacia el perfil M1, considerando que la disminucion de la

primera poblacién se observa acompafiada de un incremento de la segunda, sin embargo, para

demostrarlo son necesarios estudios posteriores.

Cuadro 3. Participacion de los macrofagos en el cancer de préstata

Descripcion

Modelo de estudio

Referencia

Los macro6fagos fenotipo M2 en compafiia
de los fibroblastos asociados a tumor
facilitan la progresion tumoral y la
metéastasis.

Aislamiento de monocitos de origen
humano para exposicion in vitro a
fibroblastos y células tumorales
disgregadas de un carcinoma
prostatico.

Comito et al. 2014
(76)

Existe una correlacidn entre la cantidad de
macréfagos del microambiente tumoral de
carcinomas humanos de prostata con una
menor sobrevida, una mayor angiogénesis y
una mayor puntuacion en la escala de
Gleason.

Inmunohistoquimica a partir de
tumores extraidos en pacientes
humanos.

Lissbrant et al. 2000
(154)

Se observo una mayor concentracion de

Xenotransplante de linea humana de

Murdoch et al. 2004

macréfagos en las areas hipoxicas, | cancer de prdstata PC3 en ratones (155)
avasculares y perinecraticas desnudos.

La inoculacion intratumoral de macréfagos | Isotransplante ortotdpico de la linea Satoh et al. 2003
transducidos con el gen la IL-12 aumentan | de cancer de préstata 178-2 BMA en (156)

la expresion de MHC-I y MHC-II, | ratones 129/Sv.

suprimen el  crecimiento  tumoral,

disminuyen los eventos de metastasis

espontanea y aumentan la infiltracion de
linfocitos TCD4+ y TCD8+.

Una disminucion de en las poblaciones
totales de macréfagos en el microambiente
tumoral se correlacionan con mayor
positividad en linfonodos bajo el sistema
TNM, mientras que una mayor
concentracion en los sitios especificos de
células tumorales se correlacionan
positivamente con un mayor valor en la
escala de Gleason

Inmunohistoquimica en tumores
prostaticos extraidos de pacientes
humanos.

Shimura et al. 2000
(157)

Hay un aumento de 1.6 y de 1.87 veces las
poblaciones de macrofagos CD68+ en T>3

Inmunohistoquimica en tumores
prostaticos extraidos de pacientes

Nonomura et al. 2010

y Gleason > 8 respectivamente humanos. (87)

Existe un aumento de 1.7 veces de células | Inmunohistoquimica con analisis Lundholm et al. 2015
CD163+ en tumores con valores >a 8 en la | digital sobre tumores extraidos de (158)

escala de Gleason pacientes

Se ha demostrado una relacién entre | Ratones B/6 TRAMP y tumores de Lindahl et al. 2009
mayores cantidades de macréfagos CD68+ | pacientes, medicion por (159)

productores de catepsina S en el
microambiente tumoral con fenotipos
tumorales resistentes a la castracion.

Inmunohistoquimica.
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Se encontrd un incremento significativo en
la expresion de VEGF-A, MMP-9 y ARG-
1 en los macréfagos presentes en tumores
murinos relacionado con la produccién de
CFS-1 tras la administracion de la terapia
de bloqueo de andrégenos. Los macr6fagos
tratados con terapia antiandrégénica
expresaron caracteristicas de M2

Implantacion subcutanea de 2X106
células Myc-CaP en ratones FVB,
deteccion de poblaciones por
inmunohistoquimica

Escamilla et al. 2015
(91)

En pacientes con valor en la escala de
Gleason de 7 a 10 y tratados con anti PD-

Prostectomia en pacientes humanos,
determinacion de poblaciones por

Gao et al. 2017

1, se observ6 un aumento de 10 veces en la | citometria de flujo e (160)
expresion de PD-L1 en macréfagos CD68+ | inmunohistoquimica.

acompafiados de una sobreexpresion de

arginasa relacionada con un fenotipo M2

Los macrdfagos juegan un papel central en | Tejidos estudiados de pacientes Lo et al. 2018
la remodelacion o6sea asociado a la | humanos asi como en modelos de (161)

metéstasis a hueso del carcinoma
prostatico, en la que favorece la liberacion
de factores de crecimiento. También
participan en la preparacion de nicho en la
médula dsea para la recepcion de células
metastasicas provenientes del tumor
primario de prostata.

investigacion murinos

El presente trabajo aporta informacion con respecto a la distribucion diferencial de los
perfiles de macréfagos dependiendo de la region del tumor. Al tratarse de células plasticas
capaces de modificar su comportamiento y actividad dependiendo de las sefiales que le sean
provistas, se vislumbran como posibles blancos terapéuticos (84), conocer la disposicién de
las células en el microambiente tumoral puede significar el disefio de estrategias en la
administracion de tratamientos inmunomoduladores. A partir de observaciones en la
localizacion de las células dentro del TIME se ha construido la propuesta de clasificacion de
microinmunoambientes tumorales como: de infiltrado excluido (I-E TIME, por sus siglas en
inglés), caracterizados por ser pobremente inmunogénicos o “frios”. En los que se observan
macréfagos a la periferia de la neoplasia y una baja infiltracién de linfocitos T CD8*, en este
escenario los tratamientos inmunomoduladores son poco efectivos. Otra descripcion es de
infiltrado inflamado (I-I TIME), considerados inmunoldégicamente “calientes”, los cuales
presentan una mayor disposicion central de macréfagos e infiltracion de linfocitos T CD8™,
este tipo de microinmunoambiente muestra una mejor respuesta a tratamientos
inmunomoduladores como bloqueadores de PD-1. Asi mismo, se ha descrito la distribucion

del microinmunoambiente como infiltrado inflamado similar a érgano linfoide terciario (I-
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I/TLS TIME), considerados los de mejor pronéstico frente a los tratamientos
inmunomoduladores (24). En nuestro modelo, si bien no podemos clasificar el infiltrado
segun la clasificacion anterior dado que no medimos otras poblaciones como CD8+,
encontramos una importante migracion de macréfagos y comprobamos la factibilidad de su
cuantificacion in situ, con lo que podemos proyectar la evaluacion de tratamientos
inmunomoduladores de macréfagos y conocer su accion en el MAT. Conocer la localizacion
de las células y sus estadios o perfiles funcionales, puede ser informacion clave que

contribuya al entendimiento del MAT y la manera de modularlo.

Los animales utilizados en el presente estudio provienen de nucleos de crianza bajo
condiciones higiénicas y manejo de alta calidad genética. Sin embargo, a pesar del origen
similar de los grupos, fue posible observar cambios en la implantacion y progresion tumoral,
asi como diferencias en una de las poblaciones celulares mas relevantes dentro del MAT. Se
han documentado multiples alteraciones derivadas de los programas de reproduccion en las
instituciones cientificas, de lo anterior se conoce que la generacion de subcepas de ratones
C57BL/6 poseen alteraciones como cambios en el metabolismo de la glucosa y los
glucocorticoides (134, 162, 163); cambios en la locomocion, memoria y ansiedad (164, 165);
en la fertilidad (130); en la relacion hembra: macho de las camadas (130, 166); en la vision
(138); en la susceptibilidad a la cocaina y las anfetaminas (136), entre otras diferencias.
También, se ha demostrado que las variaciones en el trasfondo genético se traducen en
cambios de la respuesta inmune, entre los que se encuentran alteraciones en linfocitos T
CD8+ de memoria, linfocitos B, Linfocitos Th, células NKT y células dendriticas
plasmocitoides (137, 167). En nuestro estudio encontramos diferencias entre dos grupos de
ratones cuya fuente documental refiere un trasfondo genético de C57BL/6J, sin embargo, es
posible hipotetizar la generacion de subcepas o bien la combinacion de estas, en este sentido,
pudiese existir la presencia de “contaminacion” por genes de otros trasfondos genéticos como
el C57BL/6hsd que ha demostrado alteraciones en poblaciones de la respuesta inmune
derivadas de la mutacién en el gen DOCK2 relacionado con la citocinesis. Para identificarlo

sera necesaria la caracterizacion genética de los nucleos de reproduccion murina.
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Con la finalidad de tener un modelo murino de cancer de prostata que ofrezca resultados méas
estables y repetibles, Se considera que los animales provenientes del nicleo A ofrecen un
escenario de implantacion y crecimiento mas homogéneo, por lo que podrian ser empleados
en modelos de desafio de farmacos u otros tratamientos antineoplasicos. Sin embargo, en los
animales del nucleo B se observd un crecimiento mas lento y en 8 animales implantados, el
crecimiento tumoral remitid, por lo que los ratones provenientes de este ndcleo podrian ser
objeto de observaciones para conocer otros elementos relacionados con su resistencia a la

implantacion ademas de la mayor proporcién M1 descrita en el presente estudio.

Para generar modelos de estudio estables y repetibles, es fundamental monitorear las
variaciones entre generaciones y nucleos de reproduccién. Esto establece la importante
necesidad reemplazar de manera constante las colonias de ratones a través de la adquisicion
de pie de cria proveniente de las empresas productoras con programas de monitoreo y

estabilidad genética.

Conclusiones

e Se encontraron diferencias significativas en la implantacion, el éxito en el desarrollo,
el tiempo de crecimiento tumoral y en la relacion de macr6fagos M1/M2 del MAT

entre los dos grupos:

e Losratones C57BL/6 del grupo B tuvieron una implantacion tumoral del 54%,
de los cuales el 66% remitieron entre el dia 43 y el 60, el crecimiento tumoral
se extendi6 a 69 dias, mientras que los ratones C57BL /6 del grupo A tuvieron
una implantacion tumoral del 100%, el crecimiento tumoral fue homogéneo y

alcanzd su maximo desarrollo el dia 28 postimplantacion.

e Los ratones C57BL/6 del grupo B tuvieron una relacion M2/M1 de 4.2/1

mientras que el grupo A presento una relacion 8/1.
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e El porcentaje de los macrofagos totales en el microinmunoambiente tumoral no tuvo
diferencia entre los grupos del estudio. En ambos se observo una concentracion de
macrofagos totales diferente entre las regiones tumorales centrales (12% - 20%) y las
superior e inferior (50% - 52%) P=0.0018.

e Ambos perfiles de macréfagos son mas abundantes en las regiones superior e inferior

que en las centrales.

e Es fundamental asegurar la estabilidad genética de los modelos de experimentacion
mediante el constante ingreso de animales sometidos a programas de monitoreo y
control que garanticen la homogeneidad y eviten variables en los procedimientos

experimentales.

Prospectivas

Seré pertinente explorar los cambios genéticos presentes en las regiones genémicas que
varian entre subcepas conocidas, en la busqueda de identificar posibles alteraciones que se

relacionen con el fenotipo observado entre ambos nucleos de reproduccion.

Se proyecta llevar a cabo la revision del microambiente de los tumores del nicleo B para la
determinacion de otras poblaciones de células de la respuesta inmune como linfocitos TCDS,
células NK, linfocitos T reguladores que pudiesen estar relacionados con los fendmenos de
remision. Asi como marcadores endoteliales para conocer si las subpoblaciones de

macrofagos estan relacionadas con el nivel de angiogénesis en las regiones tumorales.
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