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Introducciéon

El desarrollo de metdstasis determina el factor prondstico y, en consecuencia,
las expectativas de vida de los enfermos cuando se diagnostica una enfermedad
tumoral. Desde un punto de vista clinico, podemos considerar la metdstasis como
el resultado final de la historia natural de la mayor parte de los tumores. Esta evo-
Iucién es la consecuencia de la diseminacién y asentamiento de las células tumo-
rales que constituyen el tumor primario en 6rganos situados a distancia de aquel
en el que se origind la enfermedad inicialmente.

Para la comprensién de este proceso desde un punto de vista biol6gico, es nece-
sario el andlisis de las etapas secuenciales de la denominada “cascada metastatica™:

1.-Tumor primarie: las neoplasias malignas estdn constituidas por poblacio-
nes celulares que muestran un rango amplio de heterogeneidad biol6gica en cuan-
to a las propiedades de la superficie celular, antigenicidad, inmunogenicidad, indi-
ce proliferativo, sensibilidad a los citostdticos y expresion de cualidades fenotipi-
cas que les permiten invadir otros tejidos (1,2).

2.-Invasién local: el comportamiento invasor inicial se justifica por la pre-
sién mecdnica ejercida por el tejido proliferativo (3); por la accién de enzimas
proteoliticos (hidrolasas lisosémicas, colagenasas) que reducen la organizacién
molecular de las barreras histicas disminuyendo asf la resistencia a la invasién
(4,5); v, circunstancialmente, por la capacidad de desplazamiento expresada por
algunos tipos de células metastéticas especialmente invasivas (6,7).
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3.-Diseminacion de las células tumorales: en la mayor parte de los casos se
realiza a través del sistema sanguineo y/o linfatico. Esta entrada se encuentra faci-
litada por la estructura de la microcirculacién, especialmente en vasos neoforma-
dos con endotelio fenestrado o discontinuo, escasez de uniones intercelulares
estables entre las células endoteliales y membrana basal discontinua o ausente (8).
Una vez que las células tumorales han penetrado en la microcirculacién, son
transportadas pasivamente hasta érganos distantes. En sistemas experimentales,
estd demostrado que el proceso metastitico es ineficaz en esta etapa: la mayor
parte de las células tumorales inyectadas por via intravenosa en un animal mue-
ren. Esta muerte masiva (ineficacia) es debida probablemente a traumas en el
regimen de turbulencia de la corriente sanguinea, a la escasa deformabilidad de
las células neoplasicas (9) y/o a la accién de macréfagos, células NK y linfocitos
T citotdxicos (10).

4.-Implantacién e invasion secundaria de las células tumorales: las obser-
vaciones clinicas demuestran que la mayor parte de los tumores primarios tienen
una tendencia a metastatizar de modo preferente en determinados 6rganos (11).
Asi, los carcinomas de mama tienden a diseminarse por el cerebro y pulmones;
los tumores pulmonares desarrollan metdstasis en el cerebro y las gldndulas
suprarrenales; y el carcinoma de préstata lo hace en el hueso. Otros patrones de
colonizacién se han descrito también en los sistemas experimentales (12). Estos
datos permiten sostener la idea de que ciertas caracteristicas especificas de las
células tumorales circulantes, de los endotelios de los 6rganos diana y del micro-
ambiente de cada 6rgano podrian estar implicados en la localizacion de los focos
tumorales secundarios al tumor primario (13,14).

Tras la adhesion de las células tumorales al endotelio microvascular comien-
za una de las etapas mds estudiadas del proceso metastdtico: la extravasacién de
las células tumorales en el 6rgano diana. Este paso se realiza preferentemente en
el lecho microvascular utilizando los pasos transendoteliales abiertos previamente
por los linfocitos y macr6fagos localizados en la zona de retencién de las células
tumorales, provocando una lisis enzimética o citotéxica de las células endoteliales
0 por presién mecénica tras la proliferacién intraluminal de las células tumorales
(15,16). Una vez superada la barrera endotelial, la capacidad de las células tumo-
rales para producir enzimas que degradan los componentes de la membrana basal
y del tejido conectivo subyacente, facilita el desplazamiento de estas células hacia
el parénquima del 6rgano diana.

La organizacion de los nuevos focos tumorales estd modulada por factores
tales como: el status endocrino del érgano huesped, la existencia de inflamacién
local, la respuesta inmune propia del 6rgano y la liberacién de factores de creci-
miento (17,18,19).

Patroén de distribucion metastatico no aleatorio

Histéricamente existen dos argumentos para explicar el fenémeno de la
selectividad de las metdstasis:
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a) seglin la teoria mecanicista de J. Ewing (20), el factor determinante para
predecir el patrén de metastatizacion de los tumores es la posicién hemodindmica
relativa de cada drgano respecto a aquel que alberga el tumor primario. Estudios
posteriores demuestran que las metéstasis extrapulmonares son escasas cuando se
inyectan células tumorales por la vena de la cola en animales de experimentacion
(21). Asf, si la tasa de células tumorales que llegan a un érgano estd determinada
en buena medida por su irrigacién sanguinea, los factores hemodindmicos deben
influir notoriamente en la frecuencia metastatica. Por otro lado, si los complejos
fendmenos de interaccién entre las células tumorales y el 6érgano receptor durante
1a colonizacién fueran similares en todos los tejidos metastatizados, cabria esperar
una relacién estrecha entre algunos pardmetros del abastecimiento sanguineo a
cada 6rgano y la incidencia de metdstasis en éstos. Weiss y colaboradores (22)
estudiaron un grupo de enfermos en cuya autopsia se detectaron metéstasis hepa-
ticas y pulmonares. Los casos seleccionados fueron separados en dos grupos
dependiendo del drenaje venoso preferente, hacia la circulacién portal o hacia la
cava, del tumor primario. Se intenté correlacionar la incidencia de metéstasis en
10 6rganos seleccionados con las siguientes caracteristicas de cada 6rgano: peso
total, volumen sanguineo, volumen sanguineo/gramo de 6rgano, tiempo de transi-
to sanguineo, flujo sanguineo y flujo sanguineo/gramo de 6rgano. Los resultados
obtenidos demostraron que no habfa correlacién entre la frecuencia de metdstasis
y los pardmetros estudiados.

b) segtn la teorfa del “seed and soil” de Paget (23), la capacidad de coloniza-
cién metastdtica estd determinada por las propiedades intrinsecas de las células
tumorales (“seed”) y/o el lugar de asiento (“soil”). Asi, se han estudiado factores
derivados de extractos de 6rganos diana que pueden tener un efecto estimulante o
inhibidor del crecimiento de las células tumorales (24). Ademds, la implantacién
subcutdnea de fragmentos de 6rganos y la posterior inyeccién de células tumorales,
con reconocida afinidad por un érgano determinado, demostré que la colonizacién
se producia en este 6rgano y tambien en el fragmento de 6rgano homélogo trans-
plantado (25,26). Por otro lado, se postula la existencia de una adhesién especifica
de las células tumorales a algiin elemento histico del 6rgano diana: mediante molé-
culas de reconocimiento especifico por interaccion frontal de dos perfiles comple-
mentarios de moléculas localizadas en la superficie de ambos tipos celulares, o por
interaccién del tipo llave-cerradura en la que podrian participar moléculas proteicas.

Otras pruebas a favor de la adhesidn especifica de las células tumorales,
como condicién previa para que se produzca la metédstasis, son los estudios de
inhibicién especifica de la metdstasis mediante el bloqueo de la adhesién de las
células tumorales al endotelio, con un anticuerpo monoclonal dirigido a determi-
nantes especificos de la superficie de las células tumorales (27). La modificacién
enzimética de los componentes de la superficie celular sin alterar la viabilidad de
las células da lugar a una modificacién del comportamiento metastético (28). La
modificacién selectiva de biosintesis de glicoproteinas origina variaciones en la
capacidad de adhesién de las células tratadas y se correlaciona con el fracaso en la
formacién de focos metastéticos (29).
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En nuestro modelo experimental, utilizamos inicialmente el higado como
6rgano diana para provocar el desarrollo de metéstasis. La estructura histolégica
de este 6rgano permite definir zonas funcionales en el acino hepético atendiendo a
la actividad enzimdtica mitocondrial de los hepatocitos (succinato-deshidrogena-
sa). La reaccién histoquimica para la SDH sobre secciones histoldgicas y la utili-
zaci6n de técnicas de microespectrofotometria y microdensitometria, nos permitié
determinar un gradiente de actividad en los hepatocitos que discurren paralelos al
trayecto sinusoidal hepdtico entre su extremo venoso portal y las vénulas termina-
les hepéticas (Fig.1). De esta forma pudimos establecer una correlacién y una fun-
cién matemdtica general entre los perfiles de intensidad o de densidad éptica rela-
tiva y los valores de distancia entre las venas portales y las venas terminales hepa-
ticas (30). La ecuacién obtenida se puede utilizar para interpolar los valores de la
actividad SDH de los hepatocitos, que rodean cualquier estructura u objeto inclui-
do en el parénquima hepético, con los valores de una escala relativa de 0 a 10
correspondiente a la distancia tedrica entre los extremos sinusoidales (Fig.2).

Una vez establecida la referencia anatémica y funcional del higado, recurri-
mos a la inoculacién de las células tumorales por la via intraesplécnica con el fin
de que accedieran a este 6rgano. Comprobamos que las células tumorales alcanzan
la microcirculacién hepética pasando a la red sinusoidal donde son retenidas de

Figura 1.- Seccidn histologica del higado de ratones tras la reaccion histogquimica para la Succinato-
deshidrogenasa. Se muestra el trayecto entre la vena portal (PV) y la vénula hepdtica terminal (THV).
La linea imaginaria que une estos dos vasos estd dividida en 10 segmentos, en los cuales se realiza la
medida citofotométrica de la cantidad de cromdforo en cada uno de los citoplasmas de los hepatocitos.
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Figura 2.- Curva del gradiente acinar de la
actividad SDH de los hepatocitos, calculada
mediante la medida citofotométrica en 10 pun-
tos equidistantes de una linea imaginaria que
une los vasos portales y los vasos centrales.

manera estable. Demostramos que, ya
en los estadios iniciales, la presencia
de estas células tumorales provoca una
reaccion difusa en todo el 6rgano obje-
tivable por: a) una reduccién del
patrén de fenestracién del endotelio
sinusoidal en todo su trayecto desde
los vasos portales hasta las venas cen-
trales, que es significativamente mas
acusado en el segmento sinusoidal de
la zona 3 del acino hepético; b) una
modificacién de la capacidad fagociti-
ca de las células de Kupffer dependien-
do del tipo de células tumorales utiliza-
do (31). A pesar de esta respuesta sinu-
soidal, el proceso metastitico progresa
hasta la formacién de focos microme-
tastdticos en el plazo de 5 a 7 dias.

Cuando estudiamos la distribu-
cién de los focos metastiticos sobre

Figura 3.- Seccion histologica del higado de ratones 7 dias tras la inoculacion de células del Melanoma
BI16F10. Las micrometdstasis (M) se identifican como pequeiios focos no tefiidos localizados en la zona
donde los hepatocitos tienen elevada actividad SDH: zona 1. El parénquima que rodea la vena central

(CV) se encuentra libre de metdstasis.
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secciones histolégicas sometidas a la reaccién histoquimica de la succinato-deshi-
drogenasa (donde podemos establecer la zonacién funcional del acino hepético)
comprobamos que las micrometdstasis se localizan en la zona 1 del acino (Fig.3),
especificamente en los segmentos periportales de la red sinusoidal independiente-
mente de la capacidad metastitica de las lineas celulares empleadas, de la via de
inoculacién, de la estirpe de los animales (rata o ratén) e incluso de las modifica-
ciones microambientales inducidas en la arquitectura sinusoidal, la distribucién de
las céiulas de Kupffer y la composicién de la matriz extracelular del espacio de
Disse (Fig.4)(32).

LIVER ACINUS

METASTATIC

1234

\SlNUSOIDAL PATHWAY

\ AVERAGE
METASTATIC
POSITION

LIVER LOBULE

Figura 4.- Diagrama que representa los modelos acinar y lobulillar de la organizacion tisular del higado.
Los sinusoides hepdticos se distribuyen desde los vasos portales (PV) hasta las venas centrales (CV), defi-
niendo un trayecto al que hemos adjudicado una escala de 0 (en el extremo portal) a 10 (en el extremo
venoso central). La trama delimita la zona donde especificamente se desarrollan los focos tumorales.

Estos datos plantean la necesidad de realizar el estudio del destino inicial de
las células tumorales que acceden al higado. Las células tumorales marcadas en
cultivo con Bromodeoxiuridina (BrdUrd) pueden ser detectadas en las secciones
histolégicas con un anticuerpo monoclonal frente a las secuencias BrdUrd. Utili-
zando esta técnica, se demostré que la mayor parte de las células inyectadas fue-
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ron retenidas en la red microcirculatoria y que estas células fueron destruidas
durante la primera hora (Fig.5). S6lo una pequefia proporcion de estas células per-
manecen viables en el higado al menos 72 horas. Esta destruccion masiva de célu-
las podria ser llevada a cabo por factores mecénicos (estrechamiento de la luz
sinusoidal), la accién fagocitica de las células de Kupffer o por la accién de las
células Pit (células NK), ya que el tratamiento de los animales con Ciclosporina A
(un agente inmunosupresor) se correlaciona con un incremento en el nimero de
células tumorales retenidas en el higado (33).

Figura 5.- Imdgenes obtenidas con microscopio confocal. a) célula tumoral aislada retenida en la luz
sinusoidal microvascular hepdtica. b) destruccion intrasinusoidal de células del Melanoma B16F10, se
ven niicleos de células intactas y fragmentos nucleares.

Un estudio mds detallado de 1a posicién de las células tumorales retenidas en
el higado demostré que, a pesar de que se localizan en todo el trayecto sinusoidal,
el mayor porcentaje se encuentra en los segmentos periportales. Estos datos sugie-
ren la participacién de las células endoteliales en el fenémeno de retencion de las
células tumorales, tedricamente comparable con el “homing linfocitario” de las
vénulas postcapilares del ganglio linfitico.

Aun cuando se desconocen los factores que determinan esta especificidad en
la colonizacién metastética del higado, es importante destacar que no se trata de
un mecanismo especifico del proceso tumoral. El tratamiento de los animales con
Fenilhidracina provoca una anemia hemolitica y la aparicién de focos hematopo-
yéticos intrasinusoidales hepdticos que coinciden espacialmente en su localiza-
cién con los focos metastdticos. Ademds, cuando se produce una coincidencia
temporal de los dos procesos, la presencia de los focos hematopoyéticos induce
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un aumento significativo del volumen metastético, debido probablemente a la
existencia de algtn tipo de interacciones locales entre las células hematopoyéticas
y las tumorales (34).

Otro 6rgano susceptible de ser metastatizado con gran frecuencia es el pul-
mon. Para la induccidén de focos tumorales en el parénquima pulmonar, las células
tumorales se inoculan por la vena de la cola en ratas y ratones. Siguiendo el
mismo procedimiento de marcaje de las células tumorales en cultivo con BrdUrd,
pudimos establecer el ritmo de eliminacién de estas células en el pulmén: la desa-
paricién del 90% de las células se produce en la primera hora tras la inoculacién.
La poblacién de células que sobrevive en esta primera hora, permanece al menos
hasta las 24 horas postinoculacién y su niimero se correlaciona con el de los focos
tumorales que se encuentran al cabo de 15 dias.

Ya que el pulmoén presenta mayores dificultades que el higado para definir
territorios funcionales diversos, planteamos la posibilidad de establecer regiones
en funcién de las caracteristicas del glicocélix de las células endoteliales. Para
ello se inocularon treinta lectinas, asociadas a un fluorocromo, con afinidad para
diferentes terminaciones oligosacéridas. De todas ellas la WGA (Weat germ
agglutinin) delimitaba dos tipos de segmentos vasculares: segmentos WGAT™ y
WGA™ segiin la lectina quedard o no adherida a la superficie luminal de las célu-
las endoteliales (Fig.6). La combinacién del marcaje de las células tumorales,
para su identificacidn en secciones histoldgicas, y la regionalizacién de los seg-

Figura 6.- Seccion dptica,
obtenida mediante micros-
copio confocal, de pulmon
de raton perfundido por la
via intraarterial con la
lectina WGA. Las zonas
brillantes corresponden a
segmentos microvascula-
res WGA+.
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mentos vasculares permitié demostrar que las células tumorales quedan retenidas
en el 80% de los casos en regiones WGA™*.

Por otro lado, cuando los focos se desarrollan, lo hacen con més frecuencia
(85%) en las regiones pleurales y subpleurales que -en la zona parenquimatosa
central de los pulmones (15%), a pesar de que esta tltima regién es mayor en tér-
minos de volumen. Estos datos demuestran que la distribucién de las metdstasis
tampoco es aleatoria en el pulmén.

Heterogeneidad del endotelio sinusoidal hepatico. Posible implicacién en la
adhesion de las células tumorales

Existen evidencias experimentales recientes de la adhesién selectiva de célu-
las tumorales a determinados tipos de endotelio (35,36,37). Asi, algunos tipos
celulares se adhieren “in vitro” selectivamente al endotelio aislado del érgano
donde producen la colonizacién “in vivo”.

En el caso del higado, atin cuando se desconocen los factores concretos res-
ponsables de la selectividad de la implantacion, se han identificado variaciones en
las caracterfsticas bioldgicas de los sinusoides periportal y perivenoso. Jungerman
y Katz (38) han descrito la existencia de gradientes metabdlicos, hormonas, eicosa-
noides y mediadores de la inflamacién, en el trayecto sinusoidal; tambien hay
variaciones zonales de la distribucién, capacidad proliferativa y actividad fagocitica
de las células de Kupffer (39). Considerando que las células tumorales establecen
relacién inicialmente con las células endoteliales, es importante revisar algunos
datos relativos a la heterogeneidad de las células endoteliales que tapizan la prime-
ra o la segunda mitad del sinusoide. En la zona 1 el endotelio es menos poroso que
en la zona 3, dato que sugiere una comunicacién menor entre la luz sinusoidal y el
espacio de Disse en la zona 1. La pared del endotelio sinusoidal de la zona 3 facilita
la intravasacién de células hematopoyéticas creando poros de gran tamafio, incluso
hasta despues del nacimiento. Las células endoteliales de las zonas 1 y 3 se distin-
guen por las caracteristicas de los carbohidratos de su superficie glicoproteica. La
zona 1 tiene concentraciones mayores de Ac. N-acetil-neuraminico, galactosa y N-
acetil-glucosamina, mientras que manosa y glucosa se encuentran distribuidas de
forma més homogénea en todo el trayecto sinusoidal. Un estudio cuantitativo mas
detallado de la unién de la lectina WGA (Wheat germ agglutinin) demuestra que
las células endoteliales de la zona 1 tienen un mimero seis veces mayor de sitios de
unién para esta lectina que las células endoteliales de la zona 3 (40).

Los sinusoides que derivan directamente de las venas portales (estrellas por-
tales) (Fig.7), asi como los sinusoides septales, estdn formados por células endote-
liales de elevada afinidad por la WGA, mientras que las células endoteliales que
tapizan la segunda mitad del sinusoide carecen de afinidad por esta lectina. Esta
distribucién de los tipos de células endoteliales coincide con las zonas funcionales
definidas en el acino hepético: endotelio WGA+ en zona 1 del acino hepético
(alta actividad SDH) y endotelio WGA™ en zona 3 del acino hepético (baja activi-
dad SDH) (Fig.8).
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Figura 7.- Reconstruc-
cion tridimensional de la
seccion transversal de
un vaso portal y los
sinusoides originados en
él. Para la obtencion de
las secciones dpticas se
realizaron secciones his-
tolégicas gruesas (50
um) de higado de ratén
perfundido por la via
venosa portal con lecti-
na WGA. El marcaje
corresponde a la pared
sinusoidal con afinidad
por la lectina.

Figura 8.- Recons-
truccion tridimensio-
nal de los vasos
(venas portales y

sinusoides) WGA™.
En la imagen se
reproduce el esquema
de organizacion del
parénquima hepdtico
segiin el modelo de
Rappaport.



Interaccion tumor-microambiente del huesped

El asentamiento y proliferacién de las células tumorales potencialmente
metastdticas en un drgano especifico, lleva implicito la continua evasién de las
defensas del huesped, el desarrollo de aporte vascular y, segiin estudios recientes,
depende tambien de la existencia de interacciones bidireccionales entre las células
tumorales y el microambiente celular del 6rgano compatible.

Las células tumorales son capaces de secretar diversas citocinas que afectan
a las diferentes células del huesped (células endoteliales, fibroblastos, células
cebadas, macréfagos y las propias células del parénquima) y a la matriz extracelu-
lar, las cuales, a su vez, secretan diversos factores que reciprocamente afectan a
las células metastiticas. El resultado de este didlogo celular determinard, en gran
medida, la inhibicion o el estimulo de la proliferacién de las células tumorales y
el desarrollo de la metéstasis en un 6rgano especifico (41).

Sin embargo, esta regulacién del crecimiento metastatico a través de la secre-
ci6én reciproca de citocinas es un proceso dindmico, de tal manera que, a medida
que existe una progresién de la metéstasis, se producen alteraciones en la respues-
ta de las células tumorales a las moléculas inhibidoras y estimuladoras del creci-
miento derivadas de las células del huesped. En este sentido Garth Nicolson (42)
establece tres estadfos de progresién metastitica: paracrino, autocrino y acrino.

La tendencia de las células tumorales a metastatizar y crecer preferentemente
en localizaciones especificas, sugiere que los estadios precoces de la progresién
metastitica estdn dominados por mecanismos de crecimiento paracrino, en térmi-
nos de respuesta a los factores de crecimiento locales del 6rgano diana. Como
ejemplo de modelo de regulacién paracrina, es el crecimiento y produccién de
metastasis hepéaticas especificas de células tumorales del carcinoma de colon
humano y la respuesta de éstas, a través de receptores apropiados, a la accién
paracrina de factores de crecimiento como el factor de crecimiento de los hepato-
citos (HGF), sintetizado y secretado por las células de Ito, Kupffer y endoteliales
hepiticas, y el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-alfa) secretado por
los hepatocitos (43). Otro ejemplo, es la utilizacion de la transferrina como factor
de crecimiento por parte de diferentes lineas tumorales como las células del carci-
noma de préstata que metastatizan en hueso (44).

A medida que se va produciendo la diseminacidn tisular y orgénica tumoral,
son los mecanismos de crecimiento autocrino los que parecen gobernar la res-
puesta de crecimiento de las células metastaticas. Se va produciendo asi, una pér-
dida progresiva de la sensibilidad a los inhibidores del crecimiento y una disminu-
cién de los requerimientos a los factores estimuladores exégenos. El melanoma
maligno es un buen ejemplo de esta independencia en los sucesivos estadios de
progresién tumoral. Estudios “in vitro” demuestran que las células del melanoma
primario requieren diversos factores de crecimiento exdégenos como el factor de
crecimiento fibrobléstico beta (FGF-beta) y el factor de crecimiento insulina-like
(IGF-1) (45). En contraste, las células del melanoma metastdtico requieren, en
menor medida, la presencia de estos factores exégenos, como lo demuestra el
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hecho de la rapida adaptacién de estas células al crecimiento “in vitro” medio de
cultivo y en ausencia de suero (46). Estas células tumorales son capaces de secre-
tar de forma autocrina sus propios factores de crecimiento como FGF, PDGEF,
TGF-alfa, TNFs, IL-1, IL-6, etc. (47-49), lo que propicia la autonomia de estas
células en su progresién tumoral.

Finalmente, esta progresiva autonomia, como resultado de la acumulacién de
multiples alteraciones, produciria en las células tumorales un estado en el que
existirfa una falta absoluta de regulacién en las sefiales nucleares activas (estado
acrino), con una independencia total a los multi-factores de crecimiento estimula-
dores o inhibidores end6genos y exégenos, pudiendo producirse, virtualmente, la
colonizacién metastitica de cualquier tejido (42).

Interaccion tumor-sistema inmune

1.-Sistema inmune y citocinas. El descubrimiento de la existencia de una
respuesta inmune antitumoral, fue sugerida a principios de siglo por Ehrlich (50)
y Bashford (51) (quienes, respectivamente, denominaron a los antigenos tumora-
les “gérmenes aberrantes” y “factor responsable de regresion”), y mantenido por
Burnet en 1957 (52), con su teorfa de la vigilancia inmunolégica (el desarrollo de
tumor representarfa una alteracién o fracaso de la funcién protectora del sistema
inmune). Esto datos junto con la observacién de regresiones espontdneas de algu-
nos tumores, el desarrollo tardio de metdstasis en ciertas neoplasias o la mayor
frecuencia del cdncer en pacientes inmunodeprimidos, como el sarcoma de Kapo-
si en el SIDA, ha ido configurando el marco inmunolégico en el control del cén-
cer y la posibilidad de la manipulacién del sistema inmune para tal fin.

En la defensa antitumoral, el sistema inmune presenta dos tipos de mecanis-
mos: uno de resistencia natural celular y humoral, que supone la primera barrera
de defensa del organismo sin requerir una inmunizacién previa, teniendo especial
trascendencia en el control frente a la aparicién de metéstasis; y un segundo
mecanismo inducido que se corresponde con la respuesta inmunolégica generada
frente al antigeno tumoral, participando también células y anticuerpos. Este tlti-
mo mecanismo de accién se basa en un complejo sistema celular regulado por un
entramado de factores de crecimiento denominado “red de citocinas”, que estable-
cen una serie de interconexiones de sefiales necesarias para el reconocimiento de
la célula tumoral y la expansién clonal de las células efectoras citotéxicas (Fig.9).

Inicialmente, las células presentadoras de antigenos captan, procesan y pre-
sentan el antigeno tumoral a la célula T. Esta, a su vez, precisa dos sefiales esti-
muladoras: una procedente de la unién del receptor antigénico especifico, y la
segunda sefial o “coestimulacién™ debida a moléculas como la proteina B7/BB1
que se engarza con la proteina CD28 presente en la superficie del linfocito T.
Ambas sefiales, probablemente s6lo puedan ser transmitidas por células muy
especializadas como los macréfagos, células B y células dendriticas, intervinien-
do en este estimulo inicial las sefiales accesorias de las citocinas IL-1, IL-4 € IL-6
(53). La célula T activada sintetiza y secreta otros factores de crecimiento solu-
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vacion de la funcién efectora citotoxica. THZ, de tal forma que la
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por parte de las células
Tyl inhibe la proliferacién de las Tyy2, y la secrecién de IL-10 por parte de estas
tltimas, inhibe la sintesis de las citocinas secretadas por las Tyl (56).

2.-Aplicacién de las citocinas a la terapia oncolégica. Las citocinas son
protefnas o glicoproteinas multifuncionales de bajo peso molecular, secretadas
por linfocitos (linfocinas) y monocitos (monocinas), que a través de los receptores
celulares de superficie, transmiten las sefiales de actividad, crecimiento y diferen-
ciacién, que modulan el comportamiento del sistema inmune. Entre ellas se inclu-
yen todas las interleucinas (IL-1...1L-12), interferones ( alfa, beta y gamma ), fac-
tores de necrosis tumoral ( alfa y beta ) y los factores de crecimiento hematopoyé-
tico (factores estimuladores de colonias de granulocitos G-CSF, de macréfago M-
CSF, y de granulocito-macréfago GM-CSF).

La demostracién de la capacidad de las citocinas para modular, no sélo la
funcién inmune, sino también el propio crecimiento tumoral, ha motivado su utili-
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zacién en estudios “in vitro”, en experimentacién animal, asi como en ensayos
clinicos humanos, persiguiendo este tipo de inmunoterapia activa inespecifica tres
objetivos fundamentales. En primer lugar, la estimulacién de la proliferacion y
diferenciacién de las células de la estirpe mieloide, mediante la administracién de
los factores estimuladores de colonias hematopoyéticas con la intencién de modu-
lar la hematopoyesis durante los perfodos de aplicacién antitumoral de quimio y/o
radioterapia, para prevenir, disminuir o recuperar la hipoplasia de la médula 6sea.
Por ejemplo, estd bien documentada la capacidad del GM-CSF para recuperar la
neutropenia y disminuir las complicaciones infecciosas de la quimioterapia estan-
dar en pacientes con linfomas no-Hodgkin de alto riesgo en los que ademads
aumenta el indice de remisiones completas (57), y, en este sentido, ha sido apro-
bado para su uso en clinica por la Food and Drug Administration (FDA).

El segundo objetivo en el tratamiento antitumoral con inmunomoduladores,
es la inhibicién directa de la proliferacién celular neoplasica mediante la utiliza-
cién de agentes como el TNF (58), que sin embargo, no ha producido los resulta-
dos clinicos esperados, debido a un indice bajo de respuestas objetivas y a una
elevada toxicidad sistémica.

El tercer objetivo de la terapia con citocinas, es la potenciacién activa de la
respuesta inmune del huesped cuya actividad estd disminuida. De este modo,
sobre todo han demostrado actividad antitumoral los interferones y la IL-2. La
utilizacién del IFNalfa-2b ha producido excelentes resultados en enfermedades
como la tricoleucemia (59), leucemia mieloide crénica (60) y trombocitemia
esencial (61) obteniendo tasas de respuestas objetivas del 70-90%, siendo menos
efectivo en los tumores sélidos, en los que obtiene una tasa de respuestas del 20-
40% en el sarcoma de Kaposi (62) y del 15-25% en el melanoma maligno (63) y
en el carcinoma de células renales (64).

El descubrimiento de la IL-2 por Morgan y cols. en 1976 (65), revoluciond
inicialmente el campo de la inmunoterapia del cdncer. Esta molécula glicoproteica
estd directamente involucrada en la induccién de casi todas las respuestas inmu-
nes en las que participa el linfocito T, célula-eje sobre la que gira todo el proceso
regulador inmunitario. La IL-2 ejerce su actividad antitumoral a través de comple-
jos efectos indirectos en el sistema inmune, estimulando la proliferacién de las
células T, induciendo la secrecién de otras citocinas y activando o estimulando la
citotoxicidad a través de los linfocitos T citotéxicos, células LAK, NK y ADCC
(66).

Los efectos antineopldsicos de la IL-2 fueron inicialmente documentados por
Steven A. Rosenberg, que demostrd la inhibicién del crecimiento de metastasis
hepéticas, pulmonares y dérmicas en una serie de modelos tumorales murinos
como sarcomas, melanomas y adenocarcinomas (67). Posteriormente, ensayos cli-
nicos en pacientes con tumores en estadio avanzado, demostraron su actividad
antitumoral, sobre todo en el melanoma y carcinoma de células renales con una
tasa de respuestas objetivas del 20%, aunque generalmente parciales (68) y aso-
ciada a una toxicidad importante (69).
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Diversos autores sefialaron que la administracién de IL-2, en si misma, era
incapaz de activar células liticas suficientes para obtener un mayor nimero de res-
puestas clinicas, sobre todo de remisiones completas (70). La observacién de la
existencia de infiltrados tumorales de células T citotéxicas, NK y macréfagos con
capacidad antitumoral mediante citotoxicidad directa y ADCC, di6 lugar al plan-
teamiento de otra estrategia inmunoterdpica, la inmunoterapia adoptiva. Uno de
los primeros procedimientos de transferencia adoptiva fue la administracién de
células liticas activadas por linfocinas, células LAK, que se generan mediante la
estimulacién “in vitro” con IL-2 de los linfocitos circulantes aislados del paciente
(71). Sin embargo, este tipo de bioterapia s6lo produce una tasa de respuestas
ligeramente superior a la obtenida con dosis altas de IL-2 sola, aunque con un
nimero mayor de respuestas completas (5-10%) (72).

Con el afan de incrementar la potencia litica antitumoral y disminuir la toxi-
cidad, se desarrollé posteriormente un nuevo tipo de terapia celular adoptiva, con-
sistente en la administracion de dosis inferiores de IL-2 y linfocitos infiltrantes
del tumor (TILs), obtenidos de la reseccién previa de tejido neoplasico y expandi-
dos “in vitro” con dicha citocina. Los TILs son una poblacién celular compuesta,
predominantemente, por células T con la caracterfstica de ser especialmente cito-
téxicas para las células tumorales autélogas de la neoplasia que infiltran, demos-
trando una eficacia 50-100 veces superior que las células LAK (73). En el proto-
colo de tratamiento con TILs, Rosenberg incluyé la administracién previa de
ciclofosfamida (CY), citostdtico que administrado a dosis bajas es capaz de elimi-
nar selectivamente las células T supresoras, facilitando de este modo el “homing
linfocitario”, aumentando asf los efectos antitumorales de los TILs.

Los primeros resultados de la aplicacién clinica de esa terapia en pacientes con
melanoma maligno, mostraron un indice de respuestas del 55% (74). Sin embargo,
estudios posteriores sefialan que el tratamiento con TILs produce una tasa de respues-
tas objetivas similar al tratamiento con II.-2 sola 0 combinada con células LAK (75).

3.-Controversias del tratamiento con citocinas. Cldsicamente se ha consi-
derado al sistema inmune el factor antitumoral fundamental, sin embargo, en ml-
tiples situaciones parece desviarse el papel del mismo en la supresién del cancer.
La observacion de que los propios mecanismos inmunolégicos humorales pudie-
sen proteger a las células tumorales de las células citotéxicas, debido a la interpo-
sicién de complejos antigeno-anticuerpo (76), 1a administracion del bacilo de Cal-
mette-Guérin, BCG, pudiese aumentar el crecimiento de tumores murinos (77), o
que los propios linfocitos esplécnicos murinos estimulasen el desarrollo neoplési-
co, permitié a autores como Prehn (78) y Ershler (79) desarrollar el concepto del
“estimulo inmunoldgico del crecimiento tumoral”, sefialando la paradédjica fun-
cién dual que la reaccién inmune normal puede ejercer en relacién al cincer, inhi-
biendo el crecimiento del tumor o estimulando su desarrollo.

En este sentido, estudios recientes estdn cuestionando la potencialidad tera-
péutica de las citocinas, debido a la contribucién de estos factores de crecimiento
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en la patofisiologfa del cancer, favoreciendo el desarrollo de la metdstasis bien
como promotores de la angiogénesis, estimulando la reabsorcién 6sea, aumentan-
do la adhesidn de las células tumorales, induciendo la liberacién de enzimas pro-
teoliticos, etc. (80). Asi, se ha observado la estimulacién que ejercen la IL-3, GM-
CSF y el G-CSF en la proliferacién de lineas tumorales hematolégicas (leucemia
mieloide aguda) (81) y en tumores sélidos (adenocarcinomas colo-rectales, carci-
nomas de vejiga, sarcoma osteogénico y cidncer de mama) (82); la IL-1 es capaz
de promover la adhesién de las células del melanoma a las células endoteliales,
aumentando su potencial metastético (83); la IL-6 ejerce una funcién estimulado-
ra autocrina en mielomas (84), linfomas (85), leucemia mielomonocitica (86) y en
algunos tumores sélidos (carcinoma renal, ovario y vejiga) (87), etc.

En relacién al papel de la IL-2 como mediador autocrino del crecimiento,
estudios “in vitro” han confirmado la presencia e implicacién del sistema IL-2/IL-
2R en la proliferacién celular de tumores hematoldgicos (leucemia linfoblastica
aguda de células T) (88) y tumores sélidos como el melanoma murino B16F10
demostrado en nuestro laboratorio (89).

Utilizando este modelo tumoral de melanoma murino nos planteamos cual
serfa la respuesta “in vivo” a la administracién exégena de IL-2. Para ello emplea-
mos la misma combinacién utilizada por Rosenberg, el tratamiento de CY+IL-2,
y lo comparamos con el efecto producido por el agente citostitico administrado
aisladamente. Procedimos a la induccién de metdstasis hepdticas en los ratones
mediante la inoculacién intraesplécnica de las células tumorales, valorando ini-
cialmente la supervivencia de dichos animales.

Pudimos observar que la adicién de IL-2 al tratamiento con CY disminuia
significativamente la supervivencia de los animales respecto al tratamiento con
CY sola. Posteriormente comprobamos, mediante la evaluacién de la afectacién
tumoral hepética por métodos morfométricos, que el 4rea hepética infiltrada por
tumor a los 10 dias de evolucién era tres veces superior en los animales tratados
con CY+IL-2 en relacién a los tratados solo con CY. Estos datos demuestran el
estimulo proliferativo “in vivo” ejercido por la IL-2 sobre estas células tumorales
(90,91).

Experiencias terapéuticas

En los tltimos afios se ha producido un gran avance en la comprensién de la
biologia tumoral y, especificamente, en el conocimiento de los mecanismos de
proliferacién de las células metastéticas en respuesta a las sefiales mitogénicas del
microambiente del érgano especifico, asi como de las interacciones de las células
tumorales con el sistema inmune.

Todo ello ha propiciado el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos mas
racionales, entre los que cabe destacar, en primer lugar, la utilizacién de terapias
antiproliferativas en los estadios precoces de la metéstasis (mientras las células
tumorales son todavia dependientes de las sefiales paracrinas del érgano coloniza-
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do), mediante la administracién de andlogos de inhibidores del crecimiento, anti-
cuerpos monoclonales contra receptores de factores de crecimiento (92), empleo
de retinoides como inhibidores de crecimiento e inductores de la diferenciacién
celular (93), etc.

En segundo lugar, la aplicacion de la terapia génica al cdncer permite, por un
lado, la manipulacidn de la respuesta inmune antitumoral del huesped mediante la
insercién de citocinas en los TILs, aumentando su actividad antitumoral. Por otro
lado, modificando genéticamente las propias células tumorales, insertando en
ellas genes de citocinas, que incrementen su reconocimiento inmune (vacuna
tumoral) y faciliten su destruccién por las defensas del propio huesped (94).

Las amplias posibilidades de la manipulacién genética de las células huma-
nas, ha dado lugar a plantear el desarrollo de futuras estrategias preventivas del
cancer, mediante la clonacién de los genes que codifican los antigenos asociados
al tumor; éstos, una vez incorporados al paciente a través de diferentes vectores,
permitirdn su inmunizacién.

Este trabajo ha sido financiado en parte por el Prdyecto de la Universidad
del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea 075.327-E199/90.
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