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A. REVISION GENERAL




1.

INTRODUCCION

El desarrollo y progresién de un tumor
implica dos cambios fundamentales :la transformacidn
de las células normales en otras de conducta maligna
y el falle de 1las defensas del huésped para
controlar el desarrollo de estas células. A pesar de
los numerosos estudios realizados, no estid claro el
papel desempeiiado por el sistema inmune en el
desarrollo de un tumor. Numerosos autores han
documentado que algunas respuestas inmunes pueden
destruir cé&lulas tumorales (ALEXANDER, 1972; BEAN,

1981; CASTRO 1978; HERBERMAN 1980).

Por otro lado, sabemos que otras
reacciones inmunes - especificas o no - pueden
favorecer el crecimiento y diseminacién de 1los
tumores, por la produccidn por parte del huésped y/o

del tumor de factores inmunosupresores.

La ignorancia existente todavia sobre
las complejas interacciones de todos estos elementos
se traduce en los escasos resultados obtenidos con
los diversos procedimientos empleados en
inmunoterapia. Sin embargo, a pesar de las lagunas

todavia existentes esti demostrado que el deterioro



de las defensas inmunolégicas, favorece el

desarrollo de ciertos tumores (LEYVA, 1983).

CAUSAS DE BASE INMUNOLOGICA EN LA APARICION DE

TUMORES

Las causas fundamentales de tipo inmune
relacionadas con la aparicién de tumores son :
desdrdenes de la inmunidad, papel de virus
oncogénicos, oncogenicidad de inmunosupresores Yy
agentes guimioterapéuticos, la utilizacidn de otros
tratamientos potencialmente oncogénicos y las
variaciones individuales en la susceptibilidad al
cancer ( CASTRO, 1978; citado anteriormente;

LAMOUREUX & al, 1976).

INMUNOBIOLOGIA DEL MELANOMA MALIGNO HUMANO

3.1. INTRODUCCION

Desde hace ya bastantes afios existe un
gran interés en el estudio de la inmunobiologia del
cncer porgue se espera gque una manipulacién
apropiada del sistema inmune pueda permitir, a la
persona, librarse de las células malignas (BYSTRIN,

1980) .



OBSERVACIONES CLINICO-HISTOLOGICAS.

Un gran namero de observaciones, indican
gue el crecimiento del melanoma no solaﬁente
depende de las propiedades intrinsecas del tumor
sino que también estid profundamente influenciado

por los factores del huésped.

Estas observaciones han sido
recientemente revisadas (SOBER 1976). De ellas, la
mas sorprendente es la reqresidén espontdnea del
melanoma diseminado. Mientras que éste es un hecho
rarc que ocurre en mencs del 0,5% de todos los
melanomas, parece ser mucho mas comin en el
melanoma dque en otros cénceres (EVERSON, 1966;

BODENHAN, 1968) .

Es mucho mds frecuente la observacién de
regresiones parciales de melanomas primarios, 1lo
gue se comprueba histopatoldgicamente en

aproximadamente el 15% de los mismos.

Clinicamente estas regresiones localiza-
das se evidencian por A4reas de despigmentacidn

dentro del tumor.



También sugieren la existencia de
factores del huésped que pueden contener el
crecimiento tumoral, los periodos de latencia
prolongada, que pueden llegar en algunos casos hasta
los 20 ahos, entre la aparicién de la 1lesidn
primaria y 1las metdstasis y entre 1la extirpacidn

guirirgica y las recidivas.

La frecuente aparicién de despigmenta-
cién dentro y alrededor de melanomas primarios y la
despigmentacién espontédnea y completa regresidén de
nevus intradérmicos pigmentarios benignos, indican
gue los factores del huésped pueden selectivamente
destruir los melanocitos y posiblemente las células

malignas pigmentarias.

Algunos autores(SUMMER,1960; TEIMONSION,
1963) han observado como, a veces, se producen estas
regresiones cuando los pacientes en estadios
avanzados de malanoma reciben transfusiones
sanguineas de otros pacientes que también habian

tenido regresiones espontdneas de este mismo tumor.

BODURTH & MCGOVERN (BODURTH, 1975 &
McGOVERM, 1975) estudian histopatolégicamente

tumores en regresién espontdnea y demuestran : la



Se piensa que la capacidad de
reconocimiento del sistema inmune pueda ser
utilizada para detectar y destruir las células
cancerosas sin dafiar las células normales del
cuerpo. El melanoma maligno provee un buen ejemplo
para ilustrar, tanto las razones para creer en el
potencial inmunogénico del cuerpo contra el céancer,

como en la dificultad para manipular esa capacidad.

Este tumor ha sido estudiado <c¢on gran
amplitud desde el punto de vista inmunoldégico y una
gran cantidad de ensayos inmunoterapicos han sido

realizados en el mismo.

Por los trabajos de MORTON Y HELLSTROM
(MORTON, 19268; HELLSTROM, 1969), se conoce que
la mayoria de los tumores animales y humanos poseen
antigenos de transplante en su superficie
especificos de tumores, que son capaces de inducir

una respuesta inmunoldgica en sus huéspedes.

Hoy no cabe ninguna duda de dque el
melanoma malignec es un tumor en el que los
mecanismos de defensa del huésped desempefian un
papel importante, ya que se han visto diversas
manifestaciones, tanto de tipo clinico como

histolégico, gue apoyan estos supuestos.



presencia de infiltrados linfo-histiocitarios que
rodean al tumor y que penetran en &€l en forma de
bandas, macréfagos cargados de melanina, células
malignas degeneradas, edema, proliferacién vascular
y fibrosis; todo lo cual sugiere un mecanismo de
inmunidad celular COmo responsable de las

regresiones esponténeas.

Todas estas observaciones nos
confieren esperanza de gque si podemos conocer como
estos factores del huésped afectan el crecimiento
tumoral, podria ser posible influenciarlos para

aunentar la resistencia al céncer.

Durante estos dltimos 20 afios, un gran
nGmero de observaciones sugieren que los factores
del huésped responsables del control del crecimiento
tumoral est&n, por lo menos en parte, basados en

mecanismos inmunes.

3.3.PRUEBAS CUTANEAS IN VIVO CON EXTRACTOS TUMORALES

Empleando extractos de tumor no
purificados, diversos autores (STEWART, 1969; FASS
1970; BLUMING 1972) obtuvieron respuestas positivas

en gran namero de pacientes con melanoma, pero



mantuvieron discrepancias en cuanto a su
significacién  pronéstica.HOLLINGSHEAD empleando
extractos purificados por medio de antigenos de
membranas  celulares de melanomas consiguié
reacciones en 1la mayoria de los pacientes con
melanoma incipiente (17/22) y en 7 de 19 con
melanoma diseminado (HOLLINGSHEAD, 1974).ARIEL ha
podido obtener por cromatografia un antigeno que da
reacciones positivas en el propio sujeto con
melanoma y no en personas normales o afectas con

otro tipo de tumor (ARIEL, 1975).

3.4 REACCIONES IN VITRO POR ANTICUERPOS HUMORALES

ANTIMELANOMA

MORTON comprobd por inmunoflorescencia,
1a existencia en 1los sueros de pacientes con
melanoma maligno, de anticuerpos que reaccionan con
antigenos asociados con la membrana de células
tumcorales autdlogas y hombélogas.

También demostrdé la presencia de un
antigeno intracitoplasmico. Ambos eran comunes para
todos los melanomas y la incidencia de anticuerpos
en pacientes con melanoma localizado fue mayor dgue
la de los pacientes con enfermedad avanzada (MORTON,

1968 citado anteriormente).



LEWIS, & al demostraron la presencia de
anticuerpos citotdéxicos circulantes contra el

melanoma maligno humano en el 35% de los pacientes.

El anticuerpo era especifico para el
‘propio tumor y contra la membrana celular. Este
anticuerpo iba desapareciendo conforme el tumor se
diseminaba (LEWIS & al,1962). NAIRN también encontrd
anticuerpos citotdxicos contra antigenos de
membrana, de especificidad individual (NAIRN, 1972).
Por el contrario, en sus pacientes no pudo

correlacionar su presencia con el estadio clinico.

Habria pues segin estos autores dos
tipos de anticuerpos : 1los orientados contra los
antigenos de la membrana celular gue son especificos
del individuo, y componentes del citoplasma gue son
comunes con otros melanomas. Otros autores niegan,
sin embargo, que ninguno de ellos tenga
especificidad individual (MORTON, 1968; citado
anteriormente). Incluso WOOD & BARTH encuentran, en
sueros de pacientes con otros tumores no melénicos y
en sujetos normales, anticuerpos contra antigenos
intracitoplasmiticos de células dei melanoma, aungue
en menor cantidad que en el suero de pacientes con

melanoma (WOOD & BARTH, 1974).

10



LEWIS & al ' sugieren gue un
anti-anticuerpo de la clase IgG seria el responsable
de la pérdida de anticuerpos detectables contra las
células del melanoma, en pacientes con enfermedad
avanzada (LEWIS & al, 1971). GUPTA & MORTON creen
que esta pérdida de anticuerpos antimelanoma no es
debida a una pérdida de antigenicidad del tumor,sino
a la fijacién de los mismos en los antigenos super-
ficiales de las células tumorales (GUPTA & MORTON,

1975)

3.5. REACCIONES IN VITRO POR LINFOCITOS CIRCULANTES

ANTIMELANOMA

3.5.1. INHIBICION DE LA EMIGRACION LEUCOCITARIA

(MIF)

COCHRAN & al obtuvieron una inhibicién

positiva en el 65% de 1los pacientes con

melanoma localizado Y en 7 de 15
pacientes con metdstasis ganglionares
regionales y en ningin paciente con
metdstasis generalizadas. Sélo en 1 de

15 controles con tumores no melénicos se
obtuve un resultado positivo (COCHRAN &

al. 1972, 1973).
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SEGAL & al obtuvieron resultados positivos en 2 de

4 pacientes con melanoma generalizade (SEGAL &

al,1972).FALK & al,obtuvieron resultados similares

(FALK & al, 1973).

3.5.2.

TRANSFORMACION LINFOBLABTICA POR

ANTIGENOS DE MELANOMA

NAGEL & al, relatan el caso de dos hermanos

homocigdéticos con melanoma. A los cuatro
afios de extirpacién del <tumor uno de los
hermanos tenia una recidiva y el otro estaba
sano. Los linfocitos del hermano sano dieron
una respuesta positiva blastogénica frente a
los extractos del melanoma del otro (NAGEL &

al, 1970).

MAVLIGIT & GUTTERMAN estudiaron esta prueba
en 29 pacientes con tumores de los cuales
once eran melanomas. Los pacientes con
enfermedad localizada tendieron a exhibir
una respuesta blastogéna mas vigorosa frente

a sus propias células tumorales que los

12



pacientes con enfermedad diseminada, a pesar
de que 1la respuesta a la fitohemaglutinina
fue idéntica.

Los pacientes con enfermedad localizada y
reaccién positiva vivieron mé&s tiempo gque
los pacientes con enfermedad localizada vy
reaccién negativa. Los pacientes con
enfermedad diseminada que reaccionaron
positivamente vivieron tanto como los
Gltimos. Los pacientes con enfermedad
diseminada y reaccién negativa fueron los
gque menos vivieron (MAVLIGIT & GUTTERMAN,
1974).

Estos mismos autores, utilizando extractos
tumorales demostraron la falta de
correlacién entre las pruebas cuténeas y 1la
estimulacién linfocitica, dando una idea de
la complejidad de la reaccidén mediada por
células frente a los antigenos tumorales
{MAVLIGIT & GUTTERMAN, 1973).

Estos mismos autores demostraron gue tiende
a existir una relacién inversa entre 1la
reactividad de los linfocitos sanguineos y
los linfocitos de 1los ganglios, con estas

técnicas (MAVLIGIT & GUTTERMAN, 1974).
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3.5.3.

Esto podria tener relacidén con la energia de
las células 1linfoides que infiltran el
tumor, tal comoc sugiere NAIRN. (NAIRN,
1972, citado anteriormente).

AVIS & al han descrito antigenos fetales en
las células del melanoma (AVIS & al, 1973) y
FOSSATI & al han demostrado en los pacientes
con melanoma, sensibilizacidén frente a estos
antigenos embrionarios. No se sabe si los
antigenos fetales bloquean o no la inmunidad
tumoral efectiva (FOSSATI & al, 1973).
CITOTOXICIDAD DE LOS LEUCOCITOS
MONONUCLEARES.

Los HELLSTROM fueron los primeros gue
demostraron que los linfocitos de la mayoria
de los pacientes con melanoma matan a las
células del tumor (HELLSTROM, 1971).
Posteriormente FOSSATI, DE VRIES, NAIRN Y
HEPPNER confirmaron este hecho. En gene-
ral los pacientes con enfermedad localizada
tienden a tener mAs capacidad citotbéxica

que los que la tienen diseminada, aungue
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esta reactividad puede sufrir grandes
fluctuaciones. Los HELLSTROM sugerian la
existencia de un antigeno comiin a todos los
melanomas, pero CURRIE comprobd antigenos
especificos de cada uno de ellos. Este
autor apenas encontré linfocitos citotbdxicos
especificos en sus microensayos con una
técnica diferente de la usada por los
HELLSTROM, Y sin ninguna relacién con el

estado clinico (CURRIE, 1971).

A esta misma conclusidén 1llegd NAIRN, en sus
experiencias, aunqgue el ntimero de pacientes
con linfocitos citotdéxicos era mayor (16
entre 46 pacientes) usando un método
descrito anteriormente por LEWIS. (LEWIS,

1974).

Los HELLSTROM Y NAIRN demostraron también
gque el suero de los pacientes con melanoma
de crecimiento progresivo presenta factores
gue bloquean la citotoxicidad. (HELLSTROM,

1971 & NAIRN, 1972 citados anteriormente).
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En un principio, 1los factores blogueadores
se atribuyeron a anticuerpos bloqueantes,
peroc SJOGREM demostrd que estos factores
bloqueantes son complejos
antigeno-anticuerpo susceptibles de
eliminarse de la superficie de las células

tumorales (SJOGREM 1971, 1972).

CURRIE arroj®é mas luz sobre este tema
mediante experiencias de lavado de
linfocitos. Un lavado intenso de estos,
en sujetos con melanoma, aumenta su
capacidad citotédxica. Al volver a incubarlos
con suero del paciente se inhibe su
citotoxicidad 1lo cual sugiere que los
antigenos tumorales circulantes se fijan

sobre ellos (CURRIE,1972)

Hoy se cree, c¢omo dice BALDWIN, que 1la
citotoxicidad celular linfocitaria se
puede frustrar a dos niveles, bien
a nivel de la cé&lula tumoral en donde se
fijan los anti-cuerpos o complejos antigeno-
anticuerpc o© a nivel de la célula

efectora linfoide en donde se fijan

i6



los antigenos tumorales solubles y hasta los
complejos antigeno-anticuerpo. Los HELLSTROM
demostraron también como los sueros de
sujetos sanos e inclusc de pacientes libres

de tumor tienen efectos desbloqueadores.

La aparente accidén citotdéxica inespecifica
de los 1linfocitos normales encontrada en
ciertos ensayos, la importancia critica del
método para preparar las células efectoras y
también 1la importancia de 1la fuente de
células atacadas, hacen que sea dificil
interpretar los datos de citotoxicidad con

miras a valorar la inmunoterapia.

3.6. OTRAS OBSERVACIONES

Tanto el melanoma humano como el de
ratones tienen antigenos caracteristi-
cos que son cualitativa y cuantitativa-
mente diferentes de los expresados por

las células normales adultas.
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Ya hemos comprobade come en los individuos con
melanoma se producen respuestas inmunitarias a
estos antigenos tanto de tipo humoral comeo
celular. Tales respuestas, como veremos mas
tarde, pueden ser también inducidas o]
aumentadas por una inmunizacién activa contra

las células tumorales o sus extractos.

Algunos investigadores c¢reen gue hay una
correlacién entre la presencia o magnitud de la
respuesta inmune al melanoma y la extensién del
tumor, aungue esto no es aceptado
universalmente. Sin embargo, parece haber una
correlacién positiva entre la densidad del
infiltrado 1linfocitario alrededor de las

lesiones cut&neas del melanoma y el prondstico.

Conforme el tumor penetra mds profundamente en
el dermis y empeora el pronéstico, el nGmero de
células linfoides alrededor del tumor
disminuyen. Una evidencia mds directa de que
los factores inmunes pueden ser Gtiles es dque
tanto los anticuerpos antitumorales como los
linfocitos especificamente sensibilizados

pueden matar a las células tumorales in vitro.
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Pero la evidencia méds convincente de que los
mecanismos inmunes  pueden influenciar el
crecimiento tumoral es que la resistencia de
los ratones al melanoma puede ser aumentada por
una inmunizacién activa de los animales con
células tumorales o antigenos del melanoma
purificados (BYSTRYN, BART, LIVINGSTON & al,

1974; BYSTRYN, 1978).

Esta inmunidad es especifica. El hecho de que
no pueda ser inducida por células tumorales no
relacionadas y gque no sea efectiva frente a
otro tipo de tumores indica que lo mas probable

es que esté mediada por mecanismos inmunes.

Todas estas observaciones sugieren qgque los
factores inmunes juegan un papel importante en
la resistencia a 1los melanomas y dque con
manipulaciones apropiadas del sistema inmune
puede aumentarse la resistencia al céncer.
Podria ser gque el cancer fuese el resultado de
un mal funcionamiento del sistema inmune que
permite a las células tumorales escapar a su

destruccidn.
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3.7. MECANISMOS DE ESCAPE DE LAS CELULAS TUMORALES A

LA DESTRUCCION INMUNOLOGICA

Se creia inicialmente que los tumores escapaban
a la destruccién inmunolbégica a causa de gue el
sistema inmunolégico era defectuoso, tal como
ocurre en los pacientes con inmunodeficiencias
congénitas o en los que reciben drogas
inmunosupresoras © en los sujetos de edad

avanzada.

Sin embargo, se sabe hoy que el cancer
generalmente se desarrolla en individuos que
tienen un sistema inmunolégico intacto por 1lo
que se han buscado otra serie de explicaciones
: aguellas que se basan en la idea de 1la
existencia de respuestas inapropiadas del
sistema inmunolégico y las que se basan en gque
las propiedades de las células tumorales
aumentan su resistencia a 1la destruccién

inmuncldgica.

Una respuesta inapropiada del sistema inmune es
aquella que favorece Y no retrasa el

crecimiento tumoral.
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:Cémo gpuede ocurrir esto?. Los anticuerpos
circuléntes se cCcree que son capaces de
destruﬁr a las células tumorales por medio
de dks mecanismos . Algunos anticuerpos ,
particLlarmente del tipo IGM, que fijan el
comple%ento, pueden ligarse a las células
tumor#les y destruirlas a través de 1la

activicién de aquel.

Alterﬁativamente otros anticuerpos pueden
1igar$e a las células linfoides a través de su
porcién,Fc. Tales células linfoides unidas al
anfic@erpo pueden ahora reaccionar con las
célul%s tumorales a través de la terminacién

Fab q+e reconoce al antigenc y destruirlas.

|

8in e#bargo, los anticuerpos circulantes pueden
i

impedir la destruccién célular tumoral. Este

fenémeno ha sido observado en cultivos
!

celulares y se cree due se produce por la

existkncia de anticuerpos que se unen a las

céluﬂas tumorales pero no las destruyen.

Esto{puede ocurrir bien porque los anticuerpos
son !de una clase gue fija pobremente el

comp#emento IGG o porque los anticuerpos estan

|
i
{
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presentes en insuficiente cantidad sobre 1la
célula tumoral y el complemento no se fija. En
ambos casos, los antigenos sobre las células
tumorales estdn cubiertos por anticuerpos que
previenen el reconocimiento de aquellos por
otros mecanismos inmunes como pueden ser la

células linfoides, e impiden su destruccidn.

Las células linfoides tienen también un efecto
bifdsico sobre el crecimiento tumoral. Por una
parte los 1linfocitos T pueden destruir las
células tumorales por contacto directo
(CEROTTINI & BRUNNER, 1974) o por la liberacién
de mediadores quimicos solubles llamados
linfoquinas (LANDOLF , HERBERMANN, HOLDEN,

1977).

De hecho, la inmunidad por células T se cree
gue es el principal mecanismo efector para
producir la inhibicidén inmune del crecimiento
tumoral (BURNET,1970). Sin embargo la habilidad
de las células T para destruir las células
tumorales estd bajo un control regulatorio

complejo.
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La estimulacién antigénica conduce a la
activacidn de varios subtipos de células T. Un
subtipo, las células T colaboradoras, facilita
el desarrolle de respuestas inmunitarias
humorales y celulares. La estimulacidon de este
subtipo puede aumentar la resistencia inmune al
cancer. Por el contrario, 1la estimulacién de
otros subtipos de células T, llamadas células T
supresoras puede inhibir tanto 1la inmunidad
humoral como la celular, c¢on 1o cual el tumor
se evade del control del sistema inmune

(BRODER & WALDMANN, 1978).

En modelos experimentales se ha demostrade gue
células T supresoras aparecen inmediatamente en
el portador del tumor en respuesta al antigeno
tumoral (GREENE, PERRY, BROMBERG, 1981).
Trabajos experimentales sobre los mecanismos de
supresién de la respuesta celular en portadores
de tumores (FERNANDEZ CRUZ, GILMAN, FELDMAN,
1982) mostraron que el crecimiento de un tumor
se acompafia de una depleccidén en sangre
periférica y en o6rganos linfoides de la
subpoblacidén de células T colaboradoras con un

incremento de la subpoblacidn de T supresoras.
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Esta alteracidn incapacita al receptor del
tumor para generar células T citotéxicas y para
que las células T colaboradoras segreguen
linfoguinas solubles con funcién colaboradora,
acentuando de esta forma el estado de
inmunosupresidn del huésped. A esta
inmunosupresién especifica mediada por células
T que se produce precozmente tras la aparicién
del tumor, se suma en los estadios avanzados
del crecimiento tumoral una inmuncsupresién de
tipo generalizado, producida por la liberacién
por el tumor de factores suprescres tales como
metabolitos del acido araquidénico,
prostaglandina E y posiblemente otras
sustancias peptidicas, que tienen la capacidad
de inhibir respuestas inmunes de tipo humoral y
celular (PLESCIA, SMITH,GRINWICK, 1975); (BERENDT,

NORTH, 1980)

El resultado final puede ser una supresidén de
la inmunidad antitumoral y un aumento en el
crecimiento tumoral.

Posiblemente la forma en gque los antigenos
tumorales son procesados por las células
accesorias (macréfagos y células dendriticas) y

presentados a las células T colaboradoras, es
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fundamental para el desarrollo de una respuesta
de inmunidad celular frente al tumor. Una
inadecuada presentacién del antigeno tumoral a
la célula colaboradora produciria una
deficiente estimulacién y activacién de dichas
células, con una deficiente produccidén por el
macrdéfago de IL1, con el consiguiente déficit
an cascada de produccidén de IL2,
interferdn-gamma (IFN-Y ) etc. Los macréfagos
obtenidos de portadores de tumores presentan
una marcada inhibicién funcional in vitro e in
vivo y necesitan ser reactivados con IFNJY'para
que recuperen la funcidén tumoricida (FERNANDEZ

CRUZ, ULICH, SCHREIBER, 1985).

Otro mecanismo de escape del tumor al sistema
inmune seria a través de una reaccidén inmune
anti-idiotipica frente a 1los 1linfocitos T
especificos efectores, que conduciria a una
disminucién de la inmunidad especifica
anti-tumor. Esta inmunidad anti-idiotipica
probablemente debida a la estimulacidn
antigénica crénica que implica el proceso lento
del crecimiento tumoral, parece correlacionarse
con el grado de inmunosupresidén y con la
progresién metastdsica (FLOOD, KRIPKE, ROWLEY,

SCHREIBER, 1980).
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La ausencia selectiva de moléculas de la clase
I del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) en la célula tumoral, se ha asociado en
algunos modelos experimentales a un aumento del
crecimiento tumoral. Las células T citotdxicas
Gnicamente reconocen al antigeno cuanto esta
presentado en la superficie de la célula diana
en asociaciédn con moléculas de clase I,
codificadas por genes del MHC(MARRACK, KAPPLER,

1986) .

Estudios recientes en tumores experimentales vy
humanos sugieren que cambios en la expresién de
antigenos del MHC en la membrana del tumor
pueden jugar un papel importante en las
interacciones huésped-tumor (FESTENSTEIN,

GARRIDO, 1986) .

Por otro lado parece hoy evidente que las
células tumorales tienen ciertas propiedades
gque facilitan su habilidad para resistir 1la
destruccién inmune. Dos mecanismos que han
recibido recientemente alguna atencidén, son :
la "modulacidén antigénica" y 1la "eliminacién
rapida antigénica". El primero de ellos es un

proceso que conduce a cambios en el tipo de
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antigenos expresados por las células tumorales.
Acabamos de indicar que la expresién de
moléculas de la clase I es baja en los
distintos clonos  derivados de un tumor

primitivo.

Pero posiblemente, existe también en las
variantes o subpoblaciones derivadas de un
tumor primitivo una deficiente o alterada
expresidén de los antigenos asociados al tumor

(TSA)

En tumores humanos se ha demostrado
heterogeneidad en 1la expresién de dichos
antigenos (NATALI, BIGOTTI, CAVALIERE, LIAO,

TANIGUCHI, MATSUI, FERRONE, 1985)

Como consecuencia de ellos las células
tumorales pueden desarrollar antigenos contra
los cuales el huésped no puede montar una
respuesta inmune o incluso pueden parar su
expresién antigénica enteramente. En cualquier
caso, las células tumorales no pueden ser
reconocidas como extrafias y pueden crecer
libremente, escapar de las defensas inmunes del

huésped y resistir a la inmunoterapia.
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Asi mismo, el sistema inmune puede ayudar a
este procesc destruyendo a las células que
expresan antigenos tumorales fuertes 1lo cual
conduce a la seleccién de clonos de células con

deficiencia antigénica.

Esto parece que ocurre en el melanoma. E1 Dr.
CLARK ha notificado gque el cambio en el
desarrollo del melanoma primitivo desde la fase
de crecimiento radial a la fase de crecimiento
en profundidad se asocia con 1la aparicién de
nuevas poblacicnes de células melanoma gue son
morfoldédgicamente diferentes de las células
preexistentes.

A menudo hay muchos menos infiltrado
linfocitario alrededor de las nuevas células,
lo cual sugiere que son menos antigénicas y no
son tan facilmente reconocidas como extrafias
por el huésped. Las met&stasis no resultarian,
pues, de las células que sobreviven al azar del
tumor primario y gue serian liberadas a 1los
linfaticos y vasos sanguineos, sino que
constituyen una subpoblacidn especializada de
células altamente seleccionadas a través de los
estadios del crecimiento tumoral Yy con
propiedades especificas para completar cada

estadio del proceso metastésico.
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Actualmente, se tiene evidencia de que las
necoplasias humanas estdn constituidas por sub-
poblaciones celulares heterogéneas en cuanto :
a su inmunogenicidad, propiedades antigénicas,
capacidad metastatica, receptores hormonales,
caracteristicas metabdélicas, sensibilidad a las
radiaciones Y susceptibilidad a drogas

citotéxicas.

Otro proceso que puede permitir a los tumores
escapar de la destruccién inmune es su
habilidad para "desprenderse" rapidamente de
sus macromoléculas de superficie, incluyendo
los antigenos tumorales. BYSTRYN ha demostrado
que las células melanoma humanas en cultivo
pueden eliminar en un tiempo de 3 horas,
aproximadamente el 50% de sus antigenos
tumorales de superficie (BYSTRYN, SMALLEY,

1979) .

Esta réapida eliminacién de antigenos tumorales
lleva a su acumulacidn en los liguidos
corporales de animales y humanos y alli pueden
actuar como factores "“blogueantes" que pueden
prevenir que las células inmunes vy los
anticuerpos maten a las células tumorales. Esto
ocurre porgue reaccionan con los anticuerpos o

las células, antes de gque lleguen al tumor.
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3.8. ANTIGENOS TUMORALES ESPECIFICOS DEL MELANOMA

El credo fundamental de la inmunologia tumoral
ha sido el de gue las células cancerosas se
distinguen de las normales por la presencia de
antigenos distintos en su superficie y estos
antigenos son el blanco del sistema inmune.
Este supuesto se basa en los experimentos de
transplantes de tumores, aungque se han descrito
tumores gue parecen no ser inmunogénicos, 1lo
cual cuestiona el hecho de si la
inmunovigilancia tumoral puede ser un principio

general.

A pesar de 1la enorme literatura gue trata 1la
cuestidn de los antigenos superficiales
especificos del tumor, 1la existencia de tales
antigenos. ‘debe ser considerada como una
especulacibn. La mayoria de nuestros
conocimientos sobre los antigenos de superficie
de los cinceres humanos se derivan de
experiencias in vitro usando suero heteroinmune

o alogénico y células linfoides.
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Un problema c¢ritico en la interpretacidén de
estudios utilizando suero y células linfoides
de un individuo y células tumorales de otro es
la frecuente participacién de alcantigenos en
las reacciones entre ellos, lo cual no ha
aportado la evidencia que permita la distincién
entre reacciones especificas contra el tumor vy
reacciones dirigidas contra otro tipo de
antigenos. HOUGHTON & al valiéndose de técnicas
seroldgicas de tipage autdlogo han tratado de
demostrar que los cambios en la antigenicidad
de la superficie celular son una consecuencia
invariable de la transicién al estado maligno,
tanto conduzcan o ne a su rechazo inmunoldgico
y las han aplicado a varios tipos de tumores,
entre ellos al melanoma. (HOUGHTON, OCTTGEN

1981).

En resumen, los aspectos fundamentales de su
investigacidn son los siguientes : los autores
emplearon cultives de células tumorales, suero
y células tumorales del mismo individuo,
técnicas de absorcidén vy varias técnicas

serolégicas en cada caso.

Estudiaron 65 melanomas recidivantes o)
metastasicos y fibroblastos de los mismos

individuos.
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En todos ellos usaron cuatro técnicas
serolégicas y la unidén del anticuerpo con el
antigeno de superficie se hizo visible por
medio de un indicador (hematies). Dichos
anticuerpos eran de 1la clase IGM e IGG,
fijadores o no de complemento. No se detectaron
anticuerpos contra antigenos de superficie de
fibroblastos autdlogos aungue el mismo suero
los tuviese contra los antigenos tumorales

autdlogos.

Los sueros positivos fueron absorbidos por
gran cantidad de células autdélogas, alogénicas
y Xenogénicas para determinar la especificidad
de la reaccidén contra las células melédnicas

autdlogas.

Como resultado de 1la aplicacién de estas
técnicas se encontraron los siguientes
antigenos tumorales : Antigenos de la clase 1,
propios del melanoma autélogo. De la clase 2,
compartidos sélo por otros melanomas. De 1la
clase 3, compartidos por células normales o
patolégicas, melanicas o no. Los antigenos de
la clase 1 ¥y 2 pueden ser considerados

antigenos propios del melanoma capaces de
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producir una respuesta inmunitaria en el

huésped(De 21 pacientes 3 fueron de la clase 1,

2 de la clase 2, y 17 de la clase 3).

El suero de una dgran proporcién de 1individuos
normales reacciona contra 1las células del
melanoma ;Por qué?. Otra cosa sorprendente es
que sb6lo en 5 de 21 casos de melanoma se
encontraron antigenos especificos del melanoma
cfalta de antigenos verdadera?, ¢falta de
sensibilidad del método?, (existencia sdlo de
inmunidad celular?, ¢podria el antigeno estar
ligadoe ya con el anticuerpo?, ¢podria el
anticuerpo estar ligado con un

anti-anticuerpo?.

Por las experiencias en humanos se puede decir
gue la reactividad inmunolégica clase 1 sufre
profundos cambios en la evolucidn de la
enfermedad, en este caso bajando después de las
intervenciones quirdrgicas. En uno de los
pacientes con antigenos clase 1 se pudo deducir
qgue este antigeno era una glicoproteina. En un
paciente con antigencos clase 1 y 2, después de
ia vacunacién autdloga se desarrolld

reactividad clase 2.
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|
En otro con sélo antigenos clase 3, la
i
vacunacién aumenté este mismo tipo de

anticuerpos.

El s#gnificado y la utilidad <clinica e
inves#igadora de este trabajo no esta claro,

por lo siguiente :

a) La mayocria de los antigenos
encontrados eran de 1la clase 3 que se
encuentran también en otros tumores vy
células normales.

b) Los de 1la <c¢lase 2 se encuentran
también en el 100% de los astrocitomas.
c) Diferentes lesiones de un mismo
melanoma expresan un fenotipo antigénico
diferente, como si cada una derivase de

un clono celular diferente.

| d} Las caracteristicas de 1los AAM
dependen de factores técnicos.
Asi, los antigenos de superficie

obtenidos de c¢élulas intactas tienen

. un peso molecular mayor que los
obtenidos de proteinas "liberadas" o
células desnaturalizadaé. Estas
diferencias pueden afectar a su

especificidad serolégica.
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e) Posiblemente la similitud estructural
de los antigenos del melanoma con los
antigenos no melanomatosos puede impedir
la identificacién de aquellos.

f) Posiblemente la baja inmunogenicidad
puede ser responsable de la dificultad
en aislar un antigeno especifico del

melanoma.

La existencia de antigenos asociados al tumor,
localizados por un lado en la superficie
celular y por otro lado en el interior de 1la
célula ha podido ser comprobada indirectamente
con un gran numero de test inmunolégicos, tanto
in vitro como in vivo y ya hemos hechc mencién

de ello anteriormente. ,

Parece deducirse que sblo los antigenos
asociados a las membranas celulares pueden
desempefiar un papel determinante en una
respuesta inmune importante clinicamente

(KOKOSCHKA, 1979) .

En 1la actualidad hay muchos eguipos de

investigadores empefiados en lograr aislar los
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antigenos tumorales especificos del melanoma.
Con ayuda de los mas diversos métodos de
preparacidén enzim&ticos Yy biogquimicos han
podideo detectarse principalmente determinantes
antigénicos 1ligados a la membrana de las

células melanoma.

Investigaciones personales de KOKOSCHKA para la
caracterizacién de antigenos tumorales
asociados a la membrana lograron éislar una
banda albuminoide especifica en la zona
prealbuminar que puede ser considerada como un
componente antigénico tumoroespecifico

(KOKOSCHKA, 1979) .

Ya mas modernamente la tecnologia del hibridoma
aplicada al analisis de los componentes
superficiales de las células malignas ha
permitido producir anticuerpos menoclonales
contra un numero de antigenos gue,aungue no son
absolutamente especificos del tumor, si se
expresan a niveles mids altos en tejidos malignos

gue en los normales {BALDWIN, BYERS, 1985).

En este sentido la técnica de los anticuerpos

monoclonales ha identificado una gran variedad
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de antigenos expresadosl por las células del
melanoma gue no pueden ser detectados en los
melanotitos normales (NATALI, AGUZZI, VEGLIA,
IMAI, BURLAGE, GIACOMINI, FERRONE, 1983), aungue
tienen que ser aclarados todavia la estructura
detallada y las funcicnes bioldgicas de 1la
mayoria de estos antigenos.

Recientemente KANTOR & al han investigado 1las
caracteristicas de cuatro antigenos asociados a
melanomas que difieren en su distribucién
celular y tisular asi como en su estructura
(KANTOR, ALBINO, FERRONE, 1986}.

MECANISMOS INMUNQLOGICOS DE DESTRUCCION TUMORAL

(GOMEZ DE LA CONCHA & al, 1987).

La demostracidén en la década de los 50 de que
tumores murinos eran capaces de ser
inmunogénicos para el propio huésped (FOLEY,
1953}, didé un gran impulso al estudio del papel
de este sistema en el desarrollo dé los tumocres
y sentd las bases de la teoria de la vigilancia
inmunolégica de BURNET (BURNET, 1970).

Hoy sabemos que la respuesta inmune frente a
cualquier antigeno es muy compleja,
participando diversos tipos de células que
interaccionan entre si y dan lugar a mecanismos

efectores, mecanismos reqguladores y en el caso
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de células tumorales a otros mecanismos que
dependen sobre todo de las caracteristicas
presentes en la superficie de 1las células

neopléasicas.

Hoy se acepta que en la respuesta inmunolégica
frente a neoplasias participan mecanismos
humorales, mecanismos celulares y complejos
sistemas de regulacidén, ademas de mecanismos

citotéxicos no antigeno-especificos.

3.9.1. MECANISMO8 CELULARES DE DESTRUCCION

TUMORAL

La teoria de la vigilancia inmunolégica
consideraba a los linfocitos T
responsables de la destruccidén de las
células neoplésicas gue pudieran
aparecer en el organismo. Hoy sabemos
gque hay al menos dos tipos de
linfocitos con capacidad citotdxica

los linfocitos T citotéxicos(CTL) y los

linfocitos grandes granulares (LGL).

Estos altimos pueden mediar dos
mecanismos citotéxicos de
gran
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importancia en la destruccidén tumoral:
la citotoxicidad natural Yy la
citotoxicidad celular dependiente de

anticuerpos (ADCC).

Una vez que los linfocitos citotdxicos
se hallan unidos a 1la célula que van a
destruir, siempre mediante el
reconocimiento de un antigeno por su
receptor especifico, tiene lugar un,
proceso litico, gque seglin todos los
indicios, pasa por 1la secreccién de
moléculas citotéxicas (citolisinas o
perforinas, factor citotdéxico NK, factor
de necrosis tumoral, la A -linfotoxina,
interferones, etc.) previamente
almacenadas en granulos citoplasmicos
(HENKART, 1985).

Estos linfocitos T citotdxicos que
necesitan reconocer un antigeno como
extrafio a través de su receptor y tienen
restricciédn HLA, se han mostrado ftiles
en la destruccidén tumoral en diversos
sistemas experimentales. Sin embargo en
tumores espontlneos dJue no muestran
capacidad inmunogénica, no se ha podido

demostrar su papel protector.
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De hecho en ratones desnudos gque carecen
de estas c¢élulas, no hay aumento de
incidencia de tumores espontaneos

(RYGAARD, POULSEN, 1976} .

Otro tipo de célula que interviene en 1la
defensa tumoral son las células NK
(citotdxicas naturales). Son células con
actividad citotéxica no especifica para
un determinado tumor sin restriccidén
HLA. En su mayoria poseen unas
caracteristicas morfolégicas que las
hacen reconocibles y encuadrables dentro
de los linfocitos grandes granulares
(LGL) . Sin embargo existen células con
sus caracteristicas funcionales, que
expresan antigenos de diferenciacidén de

linfocitos T.

En el ratdn se han descrito células con
capacidad citotéxica natural pero que se
diferencian de 1las c¢élulas NK por su
capacidad @para lisar otras células
diana, por sus marcadores de membrana Y

su respuesta a factores reguladores.
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Recientemente se ha demostrado gque 1la
actividad de 1las células citotodxicas
naturales (NC) estad mediada por el
factor de necrosis tumoral (TNF), lo que
hace pensar que pertenezcan a la estirpe
mielomonocitica (HERBERMANN, REYNOLS,

ORTALDO, 1986) .

Las células del sistema mononuclear
fagocitico participan de forma muy
importante en diversos aspectos de la
respuesta inmune. En primer lugar como
células presentadoras de antigeno a 1los
linfocitos T4 cooperadores. Ademas,
actdan a muchos otros niveles y en la
defensa antitumoral son capaces de
destruir células neoplasicas al menos

por dos mecanismos distintos.

El primero es un mecanismo directo, 1la
citotoxicidad tumoral mediada por
macréfagos, que es selectiva para
células tumorales y sélo tiene lugar si
el macréfago ha sido previamente

activado (interferdédn-gamma).
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El segundo es un mecanismo de
citotoxicidad dependiente de anticuerpo
(ADCC) en el cual el nacréfago actia
sobre cualquier célula recubierta de

anticuerpos IGG.

MECANISMOS INMUNES HUMORALES DE

DESTRUCCION TUMORAL.

Toda respuesta antitumoral activa
mecanismos inmunolégicos celulares Yy
humorales. Con frecuencia se ha
observado como estos dltimos pueden
proteger a las células tumorales Y
facilitar su crecimiento (FOLEY, 1953,
citado anteriormente).

Sin embargo, los anticuerpos pueden
contribuir a la destruccidén de células
tumorales al menos por dos mecanismos
lisis directa por activacién del
complemento o facilitando la
citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC).

En 1982 se celebrd una Conferencia
Internacional sobre anticuerpos

monoclonales y antigenos del melanoma
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en Bethesda, confirmando dgue hasta ese
momento se habian descrito 24
anticuerpos que definian a 11 antigenos.
Estos once antigenos se expresaban sobre
las células del melanoma en mayor
cantidad gque sobre las células normales

o de otras neoplasias.

Las aplicaciones clinicas de los
anticuerpos monoclonales han sido

fundamentalmente hasta el presente.

a) La identificacidn de AAM en nuestras
tisulares (THOMPSON,1982).

b) Utilizando anticuerpos monoclonales
marcados se ha podido dibujar la imagen
de melanomas humanos transplantados en
ratones (GHOSE,1982).

Esta técnica puede permitir la
deteccidn precoz de la lesiébn y una
terapéutica més satisfactoria.

¢) Los anticuerpos monoclonales contra
los AAM han permitido la supresidon del
crecimiento tumoral en el ratén (BUMOL,
1982), la inhibicién de las células del
melanoma humano in vitro (DIPPOL & al,

1982) y la destruccidén de células de
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melanomas &B en el ratdén, tal como
hemos indicado anteriormente, todo 1lo
cual sugiere su posible papel

terapéutico.

d) La determinacidén de un AAM particular
puede ser también Gtil para medir 1la
masa tumoral en respuesta a la
terapéutica.

e} Otros autores han producido un
anticuerpo monoclonal humano contra un
antigeno oncofetal OFA~-1 gue se
encuentra en algunas células del
melanoma (IRIE & al,1982)y posteriormente
in vitro se ha demostrade su caréacter
citotdxico cuando se le afiadia el

complemento,
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B. REVISION ESPECIFICA
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INMUNOTERAPIA EN EL TRATAMIENTO DEL MELANOMA MALIGNO

1.

HUMANO

Sin duda 1la inmunoterapia desempefia un papel
importante en 1la prolongacién de 1los intervalos
libres de enfermedad en pacientes con melanoma
residual minimo. Ademds existen pruebas de que la
inmunoterapia mejora la duracidén de las remisiones

en pacientes con cancer diseminado.

De los estudios con modelos animales se deduce con
claridad gque 1los procedimientos inmunoterapicos
poseen una buena eficacia en las etapas iniciales de
la neoplasia maligna, antes de que esta se

generalize.

Al considerar MATHE, los fendémenos inmunoldégicos del
coriocarcinoma placentario (MATHE,1964) y al opinar
gue la quimioterapia nunca podra actuar sobre 1la
Gltima célula tumoral (MATHE,1966), este autor

orienta sus trabajos hacia la inmunoterapia.

Trabajos posteriores del mismo MATHE permiten
aceptar dos hechos fundamentales : Que la
inmunoterapia es capaz de destruir hasta la dltima
célula y que solamente seria efectiva cuando el

nimero de células tumorales no exceda de 10°.
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Como sefala DIAZ RUBIO aungque exista una respuesta
inmunolégica correcta, é&sta puede ser ignorada o
abolida por la existencia de factores blogueantes
que producen | la "facilitacidn inmunolégica™

(Enhacement), (DIAZ-RUBIO, 1975).

A este respecto es interesante conocer que cualquier
tipo de inmunoterapia puede estimular la inmunidad
humoral y aumentar 1la produccién de anticuerpos
bloqueantes. Con el paso del tiempo se ha podido
comprobar gque la inmunoterapia, utilizada én los
Gltimos anfos, ha dado resultados muy poco

brillantes.

Bien es cierto, dgque la estimulacidédn inmunoldégica
especifica con células tumorales y la no especifica
(con adyuvantes bacterianos, viricos y quimicos) se
mostré eficaz para ampliar la respuesta inmunitaria
del animal y para retardar o prevenir el crecimiento
de los tumores transplantados, pero no es mencs
verdad que rara vez fue capaz de regresar 1los

tumores palpables del animal.

Ello contribuyd de una manera firme a la creacidén de

un dogma que admitia que la inmunoterapia sdélo era
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eficaz cuando el tumor era pequefio, lo gue orienté
los trabajos hacia la erradicacidn de la enfermedad
residual tras cirugia. Estos estudios demostraron la
eficacia de la inmunoterapia en el animal cuando el
nimero de células era inferior a 10%°, 1o gue en
cambio no se corrobord en el hombre, probablemente
debido a gque cuando existen micrometéstasis el
nimero de células tumorales sea superior a esta

cifra.

A pesar de todo, algin estudio clinico resulté
positivo, pero desgraciadamente no pudo ser
reproducido. El fracaso de este tipo de
inmunoterapia debe, sin duda, ser achacado a la mala
o defectuosa caracterizacidn de los agentes

utilizados y a la variabilidad resultante.

Sin embargo en el momento actual existe un nuevo
resurgir en el campo de la inmunoterapia debido al
desarrollo en los UGltimos afilos de una nueva
tecnologia. Asi la aparicién de 1la nueva bioclogia
molécular y de la ingenieria genética ha propiciado
el aislamiento de genes y 1la posibilidad de
clonarlos individualmente, pudiendo de ésta manera
obtener productos protéicos purificados y de una

optima actividad biolégica.
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Pero ademds la nueva técnica de los hibridomas, c¢on
la aparicién de 1los anticuerpos monoclonales, ha
posibilitado el aislamiento y caracterizacidén de los
antigenos asociados a tumores, mientras el campo de
las linfoguinas no ha hecho mas gue comenzar

(DIAZ-RUBIO 1987).

Hay diferentes maneras de realizar la inmunoterapia
y las mds significativas son las sigquientes :
I ) Inmunoterapia activa no especifica o
inmunocoadyuvante.
II ) Inmunoterapia activa especifica o
tumorantegenoterapia.
III) Inmunoterapia adoptiva.
IV ) Inmunoterapia pasiva.
V ) Inmunoterapia por mediadores inmunolégicos

A veces se combinan 2 é 3 de estas técnicas.

1.1. INMUNOTERAPIA ACTIVA NO ESPECIFICA

(Inmunocoadyuvante)

La base experimental para una inmunoterapia de
este tipo ha sido la comprobacién de gue un
estimulante de la respuesta inmunizante
frente a antigenos microbianos podria también

aumentar la respuesta inmunizante frente
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a un tumor con antigenos especificos asociados
al tumor. Se realiza por medio de adyuvantes,
que aumentan de una forma inespecifica todas
las reacciones de inmunidad. Su accidén se
realiza tanto sobre la inmunidad humoral como
sobre la celular, induciendo altos niveles de
anticuerpos y mayor capacidad de resistencia
frente a 1los antigenos infecciosos. Por 1lo
tanto, es posible conferir al receptor cierta
capacidad de reaccibén frente a antigenos
tumorales y en consecuencia la destruccién del
tumcr, sobre todo si éste antes ha sido
previamente extirpado mediante cirugia o
tratado con radioterapia o quimioterapia. Elleo
es debidoc a gue 1la inmunoterapia, como 1lo
indicdbamos anteriormente, sélo puede actuar
sobre una cantidad de células tumorales menor

de 106.

Como adyuvantes en experimentacién animal se
han utilizado una gran variedad de toxinas bac-
terianas,que se han mostrado eficaces en el
tratamiento de melanomas malignos avanzados,pe-
ro la mids utilizada ha sido y es la BCG. Su ac-
tividad en los tumores animales depende en par-

te del sustrato utilizado,estado, dosis, via de
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administracién, tiempo transcurrido respecto a
la fecha en que el tumor fue transplantado, asi
como el tipo histopatolégico de éste. De tal
forma que la BCG administrada antes de la
inoculacién de las células tumorales singénicas
a menudo retrasa el crecimiento tumoral vy
ocasionalmente 1lo rechaza si el nGmero de
células tumorales inoculadas es pequeifio.

Sin embargo, su efecto es despreciable si se
administra después de 1la inoculacién de las
células tumorales o cuando el tumor es

detectable.

AMIEL Y BERDET demostraron en el animal que 1la
administracién de inmunoterapia seguida de
quimioterapia es totalmente ineficaz para
obtener curaciones de 1leucemias, mientras que
si se administra primero la quimioterapia y méas
tarde 1la inmunoterapia los resultados son

francamente buenos (AMIEL & BERDET, 1960).

Por analogia con los estudios animales se han
aplicado al hombre los mismos procedimientos
sobre todo en lo que se refiere a las
leucemias. Respecto a los tumores sd6lidos los
mejores resultados se han obtenido en el

tratamiento del melanona.
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Por lo menos en tres estudios se ha sugerido
que la inmunoterapia coadyuvante con BCG
prolongaria el intervalo libre de la enfermedad
y la supervivencia de pacientes con melanoma
con metistasis en ganglios linfaticos
regionales que habrian guedado libres de

enfermedad mediante cirugia.

BLUMING & al comparan el efecto de la BCG
Pasteur 1liofilizada por escarificacién, dos
veces por semana durante un mes, después de
extirpado el melanoma tipo 1 y las adencopatias
regionales aungue no tuvieran afectacidn
clinica, con la BCG Glaxe por via intradérmica.
Todos los pacientes gue recibieron esta 1dltima
modalidad presentaban una recaida hacia las 30
semanas. En cambio sélo uno de cada 6 pacientes
escarificados presentaban recidiva al afio. Los
pacientes que se vacunaron con BCG Pasteur
recibieron alrededor de 10 unidades viables
méds gque los del otro grupo y los autores
pudieron comprobar la aparicién de una
potenciacidén de la inmunidad celular,

(BLUMING & al, 1972).
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GUTTERMAN & al pudieron también comprobar la
importancia del nimerc de microorganismos
viables, la cepa, la relacién entre
microorganismos viables y no viables y 1las
localizaciones de la escarificacién (GUTTERMAN

& al,1973; GUTTERMAN & MAVLIGIT, 1973).

Los estudios de IKONOPISOV y 1los de MORTON
llegan a las mismas conclusiones. En estos
trabajos parecen demostrar como la BCG por
escarificacién aumenta la respuesta linfocitica
in vitro a mitdégenos y a diversos antigenos,
asi como, la hipersensibilidad cuténea

retardada (IKONOPISOV, 1974; MORTON, 1974}).

El procedimiento ha sido ampliamente wutilizado
y numerosos autores asi 1lo han hecho en sus
enfermos, con resultados contradictorios. Por
citar alguno mas reciente PATERSON & al
utilizan la BCG 1local y sistémica en estudio
doble ciego en 199 pacientes con melanoma
maligno estadio 1 sin encontrar ningin
beneficio con este tipo de inmunoterapia
(PATERSON & al,1984). En sentido contrario
opinarian los ya citados GUTTERMAN & al Y

PINSKY & al que vuelven a insistir en
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la eficacia en la prolongacién del tiempo libre
de recidivas, asi como en el tiempo de
supervivencia en melanomas estadios 1 y 2,
después de ser tratados con cirugia (GUTTERMAN

& al,1978; PINSKY & al, 1978).

Por otra parte en pacientes c¢on metéstasis a
distancia parece lograrse con dosis altas de
BCG un efecto paliativo o bien estabilizador
del crecimiento tumoral. La eficacia de la BCG
en pacientes afectos de un melanoma parece
guardar una dependencia de diversas variables:
cepa bacteriana (Pasteur, Tice, Behring-Werke,
Glaxo, etc.), | modo de aplicacién
(escarificacién, inyeccidn intradérmica,
intratumoral) vy cifra de gérmenes vivos
virulentos gque han de ser puestos en contacto
lo mas cerca posible con el tumor o con la zona

ganglionar afecta (KOKOSCHKA, 1979).

Como indican KOKOSCHKA y otros autores, no es

posible esperar, en casos de una masa tumoral

macroscépica, un efecto curativo de una
inmunoterapia practicada aisladamente. Para
posibilitar la requerida reduccidédn de las

células tumorales se hacia evidente combinar
las medidas inmunoterapéuticas con sustancias

quimioterépicas.
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En tumores experimentales en animales se ha
podido demostrar que diversos biostaticos
tienen junto a propiedades celulocitotédxicas un
efecto sinérgico aditivo sobre los mecanismos
inmunitarios. En funcién de la clase de factor
gquimioterapico aplicado se han podido observar,
hasta el momento, efectos muy diversos sobre
las células inmunitarias primitivas y
macrofagicas asi como sobre el desbloquec de

antigenos tumorales.

Es ISRAEL dguién por primera vez llama la
atencién sobre el hecho, consclidado luego por
estudios clinicos, de que dosis adicionales de
un inmunocoadyuvante pueden mejorar
esencialmente el resultado de una terapia
citostatica en caso de tumores sélidos. (ISRAEL

& HALPERN, 1972).

GUTTERMAN & al en un estudio sin randomizacién
en pacientes con melanoma con metastasis
regionales ganglionares pudieron lograr un
indice de remisiones de un 55% con una
inmunoteraplia a base de DTIC y BCG Pasteur en

escarificacién.
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Estas remisiones eran significativamente mas
prolongadas que las obtenidas en pacientes
tratados sélo con quimioterapia (GUTTERMAN & al,

1976) .

IKONOPISOV también obtuvo supervivencias méas
prolongadas con la combinacién de DTIC y BCG,
en comparacidén con DTIC solamente (IKONOPISOV,
1974, citado anteriormente).

De estos y otros estudios en animales se
desprende que se pueden combinar con eficacia
la quimioterapia con la inmunoterapia, pues se
obtienen efectos aditivos en potencia y quizés
sinérgicos. Sin embargo, falta saber mas sobre
la interaccién de los diversos agentes
quimioterdpicos con la inmunoterapia.En general
el efecto de los diversos agentes
guimioterapicos sobre la respuesta inmune
depende del momento en que se administran en
relacién con el antigeno.

También es interesante saber como algunos
quimioterapicos tienen una accidn selectiva
sobre determinado tipo de inmunidad. Asi el
metotrexato mas el 5-fluoracilo administrados
una hora después del antigeno suprimen la

inmunidad humoral y no la celular.
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Lo mismo le pasa a la ciclofosfamida, que
parece ejercer efectos inmunosupresores mayores
sobre las células productoras de anticuerpos en

comparacién con la inmunidad celular.

LAGRANGE Y MACKANESS comunicaron unos
interesantes estudios sobre el empleo de
guimioterdpicos para aumentar 1la inmunidad
celular. Inmunizaron a ratones con eritrocitos
de carnero y a medida que la respuesta inmune
de anticuerpos fue en aumento, la
hipersensibilidad tardia frente a estos
disminuyd. Comprobaron también que el
tratamiento con ciclofosfamida 1libera a las
células T de la influencia inhibidora de la
respuesta humoral vy hace gue se potencie la

hipersensibilidad tardia.

La magnitud de este efecto potenciador dependié
del momento en gue se hizo el tratamiento en
relacién con el momento de la inmunizacién. Los
autores sugieren que la ciclofosfamida,
administrada antes de la estimulacidn
antigénica, ejerce un efecto duradero sobre la

formacidn de anticuerpos pero parece gue no
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posee ninguna influencia nociva sobre los

precursores de las células T activadas.

En cambio, después de la estimulacidn
antigénica, las células T también se pueden
tornar susceptibles a la accién de la
ciclofosfamida (LAGRANGE & MACKANESS, 1974).
MACKANESS comprobd qué 1la inhibicién de las
células T activadas, queda abolida casi por
completo con la BCG. La aplicacién de la BCG en
los ratones hizo que adguirieran una
extraordinaria hipersensibilidad tardia frente

a los hematies de carnero.

De enorme importancia para comprender la
interaccidén de la quimioterapia con la
inmunoterapia fue la demostracién de que los
niveles de anticuerpos aumentaron con la BCG,
lo cual sugiere gue la hipersensibilidad tardia
se exagerd por la accidn de la BCG al eliminar
los compleijos antigeno-anticuerpo. La
ciclofosfamida administrada junto con 1la BCG
produjo un efecto sinérgico sobre la

hipersensibilidad tardia.

En la actualidad 1la mayoria de los regimenes

gquimioterdpicos son intermitentes para permitir
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dque se recupere la respuesta inmune.

El concepto de gque 1la inmunoterapia regional
puede acrecentar el efecto quimioterédpico de
las drogas es de una extraordinaria
importancia. Asi, la aplicacidén regional de la
BCG junto a la administracidén de DTIC en el
melanoma maligno potencid el efecto
quimioterapico sobre los ganglios regionales en
esta enfermedad (GUTTERMAN, MAVLIGIT, GOTTLIEB,

1974).

En un estudio terapéutico randomizado,
KOKOSCHRKA & al comparan el efecto del
Metil-CCNU s6lo y la combinacién del mismo con
el corynecbacterium parvum aplicado
intravenosamente. Sus resultados parecen
demostrar que con la terapeltica combinada se
influencian mucho mas favorablemente, tanto la
remisién tumoral como los parametros
inmunolégicos Y los efectos secundarios
hematotdxicos de la quimioterapia (KOKOSCHKA,

LUGER, MICKSCHE, 1978).

A pesar de los estudios mencionados en los que

se valoran positivamente los buenos resultados
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de la inmunoterapia con BCG en los melanomas,
existen otros grupos de trabajo gque no pudieron
reproducirlos. E incluso otros autores no
encontraron superior la asociacién de DTIC con

BCG (CONSTANZI, 1976}).

Un trabajo importante que puede ser
representativo de la eficacia de la BCG, del
Corynebacterium parvum (que mencionaremos mas
tarde) y del DTIC scolos o asociados en el
tratamiento del melanoma avanzado inoperable es
el patrocinado  por la W.H.O. con la
colaboracidén de 17 centros para la evaluacién
de los métodos de diagnéstico y tratamiento del
melanoma (VERONESI, 1984). El resultado final
es que la eficacia es similar con los tres
regimenes de tratamiento. En conjunto se
produjo una regresidén total del tumor en el 12%
de los casos (25/196) y esta regresidn durd por

término medio menos de un afo.

A medida que se fue adquiriendo experiencia con
los coadyuvantes en ensayos con cancer humano
se ha puesto en evidencia que para obtener los
madximos beneficios se deben tener en cuenta

muchas varliables.
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Para emplear 1la BCG en estudios humanos vy
animales se debe considerar : la cepa de BCG,
la cantidad de microorganismos viables Yy
muertos, la presencia de antigeno 1libre y 1la
frecuencia y via de administracién. Parece ser
que el preparado Optimo para la inmunoterapia
del melanoma seria una cepa de BCG virulenta vy
viable, libre de microorganismo agregados. Sin
embargo, las grandes esperanzas que se tenian
en ella en el tratamiento del melanoma humano
no han podido ser confirmadas y ha caido en
desgracia como prbceder' adyuvante en el

tratamiento del mismo.

El melanoma maligno es el tumor ideal para
estudiar 1los efectos inmunolégicos de la
inmunoterapia local. Esta técnica nacié
practicamente con COLEY comprobando gque la
inoculacidn directa de extractos de
estreptococos y serratia en diversos sarcomas
humanos provocaba la regresidn local de tumores

sbélidos metastasicos (COLEY, 19211).
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INMONOTERAPIA INTRALESIONAL DEL MELANQMA

CON BCG

El método més generalizado ha sido 1la
inyeccién intralesional del melanoma con
BCG gque s6lo se ha mostrado efectiva
cuando el tumor es pegquefioc. La
experiencia resumida es la siguiente

(ROSENBERG & HERBERT, 1976).

1.1.1.a. Técnica de la inyeccidén de la
BCG : Existen diversos
preparados de BCG que se han
empleado para la administracidn
intralesional en tumores
humanos y animales. Las
especies de BCG utilizadas han
incluido cepas de Philips,
Tice, Glaxo, Pasteur y
Montreal, al igual que
fracciones acelulares de estas
bacterias. No hay pruebas
convincentes, en el hombkre, de
gque algunas especies de BCG
sean mejores gue otras para

tratamiente intralesional.
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1.1.1.b.

Los preparados de BCG, diluidos
adecuadamente, se inyectan por
via intradérmica en la base de
la lesién del melanoma con una
aguja del calibre 26. Algunos
investigadores limitan el
nimero de ndédulos inyectados en
cada sesidén a menos de 10, en
tanto gue otros inyectan hasta
40. Pueden ocurrir reacciones
potencialmente mortales de
hipersensibilidad y por esta
razén, la BCG debe usarse con
enorme cuidado en sujetos que
han recibido maltiples
inyecciones previas. Segin el
tamafio del nédulc se inyectan
0,1 a lcc. Los diversos
investigadores que han usado
esta técnica han empleado desde
5 x 10° a 5 x 10° microorganis-

mos viables por nédulo.
Resultados terapéuticos: Muchos

autores han empleado la BCG

intralesional en las recidivas
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cutdneas de MM Yy en resumen

podemos decir :

a) La inyeccién intralesional
de BCG en los ndédulos del
melanoma puede producir
regresién en el 90% de los
casos.

b) Aproximadamente un 20% de

los pacientes muestran
regresidn de ndédulos no
inyectados con BCG.

Practicamente en todos los

casos, los nodulos no
inyectados con BCG que
mostraban regresidn, estaban

muy cerca de las lesiones
inyectadas y dentro de la zona
de drenaje linfatico de la BCG
inyectada.

¢) Los nédulos subcutidneos, a
diferencia de los
superficiales y los viscerales
son mucho m&s resistentes al

tratamiento con BCG.
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l.1.1.c.

d} Por lo general no ha habido
un efecto beneficioso
concomitante en 1la enfermedad
metastdsica visceral. En muchos
pacientes pueden aparecer
nuevos nédulos metastisicos
cutdneos, mientras desaparecen
otros nédulos inyectados.

e) La supervivencia a largo
plazo de personas que han
recibido BCG intralesional
parece dque tiene lugar
tnicamente en pacientes que
solamente tenian nédulos

recidivantes cutaneos.

Factores que influyen en el
indice de mejoria

a) El estado de
inmunocompetencia del individuo
(DNCB positivos).

b) No es importanté gue un
sujeto muestre positividad a 1la
prueba cutdnea con PPD antes
del tratamiento para sospechar
sl respondera a la aplicacién

intralesional de BCG.
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1-1.1.dl

c) Los sujetos con enfermedad
diseminada tienen una mayor
frecuenéia de inmunodeficiencia
a juzgar por las cutirreaciones
y la sensibilizacién al DNCB,
que los individuos con
enfermedad cutanea localizada.

d) No se cuenta con estudios
suficientes, en el ser humano,
gque comparen el indice de
respuesta con el numero de
microorganismos viables
inyectados. En general los
nddulos cutédneos han mostrado
regresién después de inyectar
5 x 10° a 5 x 10® microrganismos

viables.

Secuencia de fendmenos :
Respuesta inflamatoria local a
las 4 horas. Fiebre hasta de 40°
C. Sintomas gripales. Necrosis

local a los 7 dias.
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l.1.1.e.

Entre 3 semanas a 2 meses se
inicia la cicatrizacién. Los
sintomas inflamatorios aumentan

con las inyecciones sucesivas.

Complicaciones importantes :
Hipersensibilidad grave,
incluso mortal. Es mas probable
cuanto mAs exposiciones haya
habido a 1la BCG. Son mas
frecuentes por via
intralesional o intradérmica
gue por escarificacién. Es
posible también gue se

intensifique el crecimiento

tumoral.

Dicen GUTTERMAN & al que para
evitar 1la toxicidad de la
administracién intralesional de
BCG, se debe emplear en
escarificacién alrededor de 1la
lesidén, con iguales resultados.
Las dificultades inherentes al
empleo de productos bacterianos

vivos estimuld el interés en
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coadyuvantes no viables, tales
comc productos de 1la pared
celular de la BCG ¥y otras
fracciones, productos quimicos
como el Levamisole o© incluso

otros agentes microbianos como

el Corynebacterium parvum,
bordetella pertursis,
endotoxinas bacterianas y

agentes virales e incluso la
BCG tratada con formol o
metancl. Ninguno de ellos se ha
mostrado superior a 1la BCG.
También han dado algan
resultado 1los adyuvantes no
bacterianos como los dcidos
nucleinicos ' derivados
guimicos de &cidos nucleinicos
complejos y otras sustancias
como la vitamina A, dcidos
grasos y 1lipidos e igualmente
moléculas inorgdnicas del tipo

del aluminio, bentonita, etc.

El modo de accidn de todos

estos adyuvantes parece ser muy
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complejo y no poseen un tipo de
accién unidireccional. No
obstante es muy probable dgue
la mayoria posean una accidén
estimuladora del SRE vy mas
especificamente de los
macréfagos (UNANUE, 1972).
Activan la inmunidad celular vy
humoral antitumoral, pero
alguno de estos anticuerpos
pueden favorecer el crecimiento
tumoral (facilitacién
inmunolégica) e incluso también
pueden hacerlo los antigenos
solubles y los complejos
antigeno-anticuerpo.

Esta inmunoterapia por
adyuvantes, activa, debe ser
realizada siempre con cuidado,
incluso en los melanomas, en
los cuales se ha mostrado
beneficiosa. Debemos disponer
siempre de una bateria de test
inmunclégicoes, mediante los
cuales podamos valorar en todo
momento el estado inmunoldgico

del paciente.
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1.2.

INMUNOTERAPIA ACTIVA ESPECIFICA

Una contribucidén excepcional para la
inmunoterapia es la inmunizacién activa
mediante una vacuna preparada a partir de
células tumoradles antigénicas. Durante los
Nltimos afios muchos pacientes con diversas
enfermedades neoplasicas Y en este caso
concreto los melanomas, han sido inmunizados
con preparaciones de su propio tumor, mediante
células irradiadas, homogeneizadas o bien
mediante extractos o células de tumores de

otros enfermos con la misma histologia tumoral.

En experimentacidn animal se ha podido
demostrar que la preaplicacidn de una
inmunizacién con células tumorales o con
antigenos tumoroespecificos puede impedir gque

prenda un tumor transplantado.

En estos experimentos la administracién de
células tumorales vivas, no radiadas, resultd
ser la forma maAs efectiva de inmunoprevencién

(KOKOSCHKA, citado anteriormente).

Por otro lado son muchos los autores gque han

observado como este tipo de tratamiento aumenta
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la respuesta inmunitaria tanto de linfocitos T
comc B y también como estos linfocitos y los
macrdfagos de estos pacientes se hacen
generalmente citotdxicos frente a las células
del melanoma maligno {IKONOPISQV, LEWIS,
HUNTER-CRAIG, 1970} ; (CURRIE, LEJEUNE, FATRLEY,

1973).

Sin embargo CURRIE en su trabajo, sélo
encuentra linfocitos citotdéxicos in vitro
frente a cultivos de melanoma autdlogo en una
pequefia proporcién de pacientes (3/12). Este
porcentaje se elevd cuando a un dgrupoc de
pacientes se les vacund con células tumorales
irradiadas (5/12), pero estos linfocitos
desaparecieron a la tercera semana de evolucién

de la enfermedad.

Su aparicién no se relaciond en nada con 1la
presencia de anticuerpos antitumor o 1a
presencia de factores bloqueantes y no se
preodujo ningin beneficio para el paciente por
su presencia. Dice CURRIE : "En la revisidén de
la literatura en lo concerniente al tratamiento
de pacientes con céncer avanzado, con células
tumorales autdlogas, no hay ninguna evidencia
de que se consiga un beneficio clinico por tal
procedimiento" (GRAHAM, J. & GRAHAM, R.,

1962) ;
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(CUNNINGHAM, OLSON, LAFFIN, SULLIVAN, 1969).

Pareceria pues por estos trabajos due la
vacunacién autdloga especifica no produce una
mejoria c¢linica clara del proceso tumcral
aunque se puedan conseguir algunos cambios

inmuncldgicos favorables.

Los primeros efectos desagradables de esta
forma de inmunoterapia fueron sefilalados en 1967
por MCCOY, FEFER Y GLYNN al comprobar que se
podian producir fendmenos de facilitacién
inmunolégica (McCOY, FEFER Y GLYNN, 1967).Pero
quizas el mayor problema radique en dque los
antigenos tumorales son generalmente poco
inmunogénicos y por tanto la inmunidad que
desarrocllen seré incompleta o totalmente

ineficaz.

A pesar de la poca eficacia clinica de las
vacunaciones activas autélogas en casos de
melanoma, tal c¢omo hemos indicado, diversos
autores en diferentes partes del mundo han
seguido intentando encontrar una vacuna
especifica eficaz contra el melanoma. Asi, por

ejemplo, KOKOSCHKA Y MICKSCHE en Viena, en
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estudios randomizados en pacientes en estadio
ITI parecen demostrar una mayor supervivencia vy
un mayor intervalo libre de enfermedad después
de 50 meses, mediante una vacunacidn con
extractos de membrana de células de melanoma en
comparacidén con un grupo control tratado con
monoquimioterapia (MeCCNU) (KOKOSCHKA &
MICKSCHE, 1978,1979).HUMPHREY & al en melanomas
estadio I y II obtienen supervivencias mejores
de las esperadas en sujetos no tratados.

En dicho trabajo, desafﬁrtunadamente, noc hacen

un estudioc randomizado (HUMPHREY & al, 1984).

En general en esta Gltima década la mayoria de
los trabajos publicados sobre vacunas
especificas preparadas con homogeneizados de
células tumorales o con células tumorales
irradiadas, tratando de aumentar la inmunidad
contra el melanoma o© la supervivencla, en
humanos, no han podido reproducir los buenos
resultados obtenidos en 1las experiencias en
animales (CALKINS, SONDAK,NIZZE & al,1984;
MASTRANGELO, BERO,MAGUIRE, 1984 ; LIVINGSTON,

KAELIN, PINSKY, QETTGEN, QLD, 1985 ;
SIEGLER, COX, MITZNER, SHEPPER,

NICHOLSON, SHINGLETON, 1985; BYSTRYN,1985).
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Recientemente JEAN-CLAUDE BYSTRYN & al han
descrito la preparacién de una vacuna
polivalente humana contra antigenos del
melanoma preparada a partir del material
"liberado" por las células tumorales cultivadas

en un medio libre de suero.

Los aspectos mas importantes de esta vacuna
son : que es de composicién antigénica
heterogénica y que estéd libre de las proteinas
séricas fetales de 1la vaca gque son muy
inmunogénicas. Los resultados obtenidos en
melanomas avanzados y en estadio II indican gque
no es téxica ni peligrosa y al mismo tiempo
aumenta los fendémenos inmunitarios en muchos de

los pacientes con melanoma.

Aunque los resultados clinicos no pueden ser
evaluados por faltar una randomizacién hay que
indicar que tres enfermos con lesiones
metastisicas sufrieron una redgresidon de sus
lesiones y permanecen libres de lesiones 25
meses después de iniciar 1la vacunoterapia
(BYSTRYN, VALENTINE, 1985; BYSTRYN, BERSTEIN,
HARRIS, ROSES, SPEYER, 1985; BYSTRIN, JACOBSEN,
HARRIS, ROSES, SPEYER, LEVIN, 1986; BYSTRYN,

RUTH, ORATZ, HARRIS, 1988).
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Como consecuencia de la dificultad de encontrar
una vacuna especifica activa contra el melanoma
se ha intentado por los mas diversos métodos
aumentar la antigenicidad de las células

tumorales.

1.2.1. MODIFICACIONES FISICAS DE LAS CELULASB
TUMORALES.
En parte ya 1las hemos mencionado. El
principio en que se basan es que si a un
animal se le inoculan células tumorales
y éstas no proliferan, el animal gueda
inmunizado frente a este tipo de tumor.
Por 1lo tanto, si inyectamos células
tumorales incapaces de dividirse al ser
blogueadas mediante los rayos X, las
radiaciones gamma © rayos ultravioleta,

el animal podria quedar inmunizado.

Sin embargo su utilizacidén en tumores
avanzados fue totalmente ineficaz.
Tampoco se cobtuvieron mejores resultados
con la wutilizacién de la congelacién,
liofilizacién, presién, homogeneizacién,

etc., de las células tumorales.
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1‘2.2.

ACOPLAMIENTO DE INMUNOGENOS A LAS
CELULAS TUMORALES.

Es un hecho conocido que st a un
hapteno no inmundégeno, se le acopla una
proteina altamente inmundgena, se llegan
a formar anticuerpos anti-hapténicos
especificos. De acuerdo con ello,
CZAJKOWSKI realizé un acoplamiento de
gammaglobulina de conejo a las células
tumorales y posteriormente las inoculd a
animales con adenocarcinomas mamarios
esponténeos (CZAJKOWSKI, ROSENBLAT, WOLF,

VAZQUEZ, 1972).

De esta manera, se pudo conseguir un
retraso  muy significativo en el
crecimiento del tumor pero nunca la
regresién. El1 estudio realizado por
CUNNINGHAM & al en pacientes con
noeplasias nuy avanzadas ha sido

completamente negativo(CUNNINGHAM & al,

1969). HOUGTON & al investigaron la
posibilidad de aumentar la
inmunogenicidad de los antigenos
tumcrales con ciertos virus,

particularmente mixovirus,con resultados

prometedores (HOUGHTON & al,1981).
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BOONE & al (citado por HOUGHTON) han
demostrado gque extractos de membranas de
células de melanoma infectados con virus
de la estomatiﬁis vesiculosa provocaron
reacciones de hipersensibilidad
retardada en pacientes con melanoma pero
no en pacientes con otros tipos de
tumor. Los extractos membranosocs no

infectados fueron inactivos.

Otros intentos en el mismo sentido han
sido 1los de (SHARPLES, DAVIES, COX,
1950; KOPROWSKI, LOVE, DOPROWSKA, 1957;
LINDENMANN, KLEIN, 1967) Yy mas
recientemente los de MURRAY & al (MURRAY,
CASSEL, TORBIN, OLKOWSKI, MOOREY, 1977)
y los de WALLACK y su grupc dque han
usado el método de la oncolisis viral,
ya mencionado, en el cual la
yuxtaposicién de un fuerte antigeno
viral a un antigeno tumoral débil induce
una respuesta inmune intensa a este

altimo.
Como los virus usados hasta este momento

eran patdégenos para el hombre,

utilizaron el virus vacunal.

77



Las experiencias han englobado melanomas
en estadios I, IT y III y en todos los
casos los sujetos no empeoraron; apenas
se encontraron reacciones adversas Yy
seroldgicamente valiéndose de la técnica
SPA, la cual detecta la mayor parte de
las IGGS humanas, encontraron due la
reactividad inmunolégica estaba dirigida
hacia antigencs originados en las cepas
de melanoma humano. Aungque hubo
pacientes con supervivencias prolongadas
no quieren sacar conclusiones por no ser
estudios randomizados (WALLACK,
STEPLEWSKI, KOPROWSKI, 1977; WALLACK,
1979; WALLACK, 1981; WALLACK, MEYER,
BOURGOIN, 1983; WALLACK & MICHAELIDES,

1984).

Otros métodos wutilizados para aumentar
la inmunogenicidad de las células
tumorales ha sido 1la wutilizacién de
enzimas como la tripsina, pepsina,
colagenasa, quimiotripsina, etc., pero
sblo 1la neurominidasa del vibrium

colérico ha tenido éxito en
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experiencias animales(PROGER & BAECHTEL,
1973 ;PRAGER, 1973).CURRIE & BAGSHAWE han
sugerido que el &acido si&lico contenido
en la superficie celular puede actuar,
en algunas ocasiones, como una barrera
infrangueabkle para la deteccidn de
antigenos por el organismo (CURRIE &

BAGSHAWE, 1969).

Sobre la base de esta hipotesis SANFORD
& COINGTON han demostrado que el
tratamiento de las células tumorales con
neuraminidasa hace mucho mas dificil el
transplante de tumores en animales

alogénicos (SANFORD & COINGTON, 1971)

Por otro lado, SIMMONS & al han puesto
de manifiesto que la neuraminidasa es
capaz de aumentar la inmunogenicidad de
una gran variedad de tumores, tanto en
vitro como in vivo (SIMMONS, RIOS & RAY,

1971) .

El mecanismo por el cual la

neuraminidasa aumenta la inmunogenicidad
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1.3.

es desconocido y muy complejo, pero
quizas, como sefiala WEIS, la accién
principal se desarrolle sobre el A&acido

sidlico.

INMUNOTERAPIA PASIVA

Consiste en 1la administracidén de suero con
anticuerpos antimelanoma bien de donantes con
inmunidad natural contra el melandéma maligno, o
bien procedentes de pacientes afectos de
melanoma con remisién de larga duracién. Sin
embargo, aunque esta técnica puede tener
resultados brillantes en 1la experimentacidn
animal (GORER & AMOS, 1956) no ha dado hasta el
momento un resultado eficaz en su aplicacién a

la clinica humana.

Por una parte los mecanismos humorales parecen
ser responsables s6lo en un plano secundario de
la eliminacién de la masa tumoral; por otra
parte siempre estéa el peligro de la

facilitacidén inmunolégica (NAGEL, 1970).

Un nuevo aspecto de la inmuncoterapia pasiva 1lo

constituye la unidén de anticuerpos especificos
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con sustancias c¢itotéxicas (DULLENS, WEGERDE,
VENNEGOOR, DENOTTER, 1979; GHISEM, NORVELL,

GUCLU, CAMERON, BODURTHA, MacDONALD, 1972)

En este dltimo caso los autores unieron
anticuerpos contra el linfoma EL4 del ratdén vy
un melanoma humano, con clorambucil, sin
alterar las propiedades de ambos. La inyeccidn
de este complejo en un paciente con un melanoma
maligno diseminado 1llevd a la regresidon de

todos los nédulos metastasicos.

El logro de los anticuerpos monoclonales
mediante la técnica de 1los hibridomas, por
KHOLER y MILSTEIN en 1975 ha supuesto un
extraordinario avance en el campo del
diagnéstico y el tratamiento del cancer. Su
poder terapéutico empleados de una manera
aislada o wunideos con isbdtopos, farmacos Yy
toxinas, estd siendo ensayado en linfomas,
leucemias, melanomas, cancer de pulmdn Y
gastrointestinal, con resultados gque aunque
alentadores son claramente inferiores a los
esperados, en razdn de los problemas técnicos

surgidos.
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Esto determina gque por el momento se continde
trabajando en modelos animales Yy en ensayos
fase I en el hombre, estando los ensayos Fase
IT limitados, en tanto no se solucicnen los
problemas mencionados (HELLSTROM J, BROWN &
HELLSTROM, K. 1981; HELLSTROM. J, BRANKOVAN &
HELLSTROM, K., 1985; DIAZ-RUBIO, 1987, <citado

anteriormente).

Hasta el momento la aplicacidén mas simple de
esta técnica es la administracién del
anticuerpo sblo, sin modificacién. Los
anticuerpos pueden reaccionar con las células
diana y producen la destruccién tumoral por
medio de la activacién del complemento o por un
mecanisme ADCC, tal como lo mencionamos

anteriormente.

Recientemente ROSENBERG y su grupo administran
anticuerpos menoclonales anti-melanoma Bl6 de
la c¢lase 1gG2b a ratones con metastasis
hepaticas de melanoma By, Yy logran una

reduccién de las metastasis hasta en un 90%.

Este efecto antitumoral podia ser aumentado por

la administracioén concomitante de

interleuquina-2.
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Sus resultados les hacen sugerir su aplicacién
en metastasis hepaticas humanas de tumores

(ROSENBERG & al, 1987).

INMUNOTERAPIA ADOPTIVA
!

Se trata en esencia de la transferencia
adoptiﬁa de 1la inmunidad celular frente al
tumor,%ediante la administracién de "linfocitos
sensibilizados" al paciente . Esta basada en
los t?abajos experimentales de ALEXANDER
(ALEXA&DER, 1974), asi como en las experiencias
clinichs de NADLER & MOORE. Estos autores,en 80
pacien%es con melanoma, hacen un transplante
cruzad; de tumor, y al cabo de algunas semanas
hicier%n transfusiones sanguineas cruzadas de
linfocﬁtos entre ellos; obtuvieron en el 20% de
los ca#os una regresidén de la masa tumoral

(NADLER & MOORE, 1968).

Probleﬁas de histocompatibilidad asi como 1la
limitada cifra de linfocitos que pueden ser
transfhndidos, dan a esta forma de terapia un

caracter mas tedrico.
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Los experimentos en animales son mds sencillos
gque en el hombre, en el cual hay gque emplear
células alogénicas, gue van a ser eliminadas
sino son compatibles. De momentec el modelo con
el cual se han obtenido mejores resultados, es
el que emplea linfocitos autdlogos. En este
sentido se encuentran los obtenidos por FRIDMAN
Y KOURILSKY, en las leucemias agudas mediante
la sensibilizacidén in vitro de los 1linfocitos
frente a las células leucémicas autdlogas vy
reinyectadas posteriormente en el paciente
(FRIDMAN & KOURILSKY, 1969). El objeto es
realizar la sensibilizacién in vitro para
intentar evitar la accidén de los "anticuerpos

blogueantes" que se producen in vivo.

Los mejores resultados se obtienen tras una
quimioterapia intensa con objeto de reducir el
volumen tumoral. Se han comunicado buenos
resultados en humanos, cuando un paciente con
un tumor pequefio es tratado con quimioterapia
junto con células 1linfoides de individuos con

un HLA similar.

Asi se han comunicado buenos resultados en

neuroblastomas Y osteosarcoms {MORTON &

MALGREN, 1968).
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Miés recientemente, en la misma 1linea de
investigacién BALSARI & al demuestran como los
linfocitos de pacientes con melanoma activados
in vitro por linfocitos alogénicos e inyectados
en ratones atimicos, esplecnetomizados e
irradiados, a 1los cuales se les implanta
previamente y por via subcutdnea c¢élulas de
melanoma humano, impiden el crecimiento de

estos (BALSARI & al, 1986).

La utilizacién de linfocitos del paciente, sin
estimular previamente, no fue efectiva.
ROSENBERG & al utilizando células Killer
activadas por inteleuquina 2, han obtenido
resultados prometedores en el melanoma y cancer
renal, si bien con una toxicidad e incluso
mortalidad a tener en cuenta (ROSENBERG & al,

1986; ROSENBERG & al, 1987).

Varios investigadores han generado células T
estimuladas in vitro c¢on tumores humanos.
BALSARI & al estimulan 1linfocitos sanguineos
con melanomas alogénicos, Y generan células
capaces de lisar melanomas autblogos (BALSARI,
FOSSATI, TARMELLI & al, 1985).

HERESY & al cultivan linfocitos sanguineos con

85



células autdlogas de melanoma y generan células
gue lisan hasta un 31% de células de melanoma
autdlogo vy también células de melanoma
alecgénico K562 y cancer de pecho (HERESY,

MacDONALD, SCHEBECI & al, 1986).

En un trabajo reciente MUUL & al utilizando los
linfocitos gue infiltran el tumor llegan a 1la
consecucién de tres lineas celulares que de una
manera no especifica 1lisan varios tipos de
células diana y otras tres lineas celulares
que especificamente lisan c¢élulas tumorales
(MULL, SPIESS, DIRECTOR, 1987). SLINGLUFF & al
han podido producir linfocitos T estimulados
especificamente con células de melanoma
autélogo y 1los han mantenido estimulados con
IL-2 durante un cierto tiempo.Estudiaron 10
pacientes. En seis 1los linfocitos lisaban las
células tumorales autdlogas y en dos de ellos,
lo hacian de una manera especifica (SLINGLUFF &

al, 1987).Algo parecido han obtenido MULL & al.
Estos autores han cultivado los linfocitos que

infiltraban los melanomas de 6 pacientes y los

han estimulado con IL-2. Después han comprobado
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como estos linfocitos eran citotdxicos frente a
su propias células tumorales y neo frente a
células normales autdlogas u otros tumores
alogénicos. Habia, sin embargo, algunos
linfocitos que también tenian una capacidad
citotdxica frente a células tunorales

alogénicas, aunque mds pequefia.

Una forma de inmunoterapia adoptiva de enorme
interés y realidad es el transplante de médula
6sea. Por el momento esti reservado a ciertos
casos de leucemias y linfomas. En los tumores
sblidos su aplicacidén no ha hecho mas que

comenzar.

INMUNOTERAPIA POR MEDIADORES INMUNOLOGICOS

Dados los inconvenientes encontrados en todas
las formas de inmunoterapia, algunos autores se
lanzaron hacia 1la utilizacién de componentes
subcelulares. En 1968 ALEXANDER & al sugieren
que el efecto inmunoterédpico de los 1linfocitos
transferidos pasivamente no se debe a sus

propiedades citotdxicas, sino a componentes
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subcelulares ¢que aumentan en las células
linfoides del receptor, la actividad
inmunolégica antitumoral (ALEXANDER, DELORME,

HAMILTON, HALL, 1968)

Un afo antes, el mismo ALEXANDER habia
demostrado que el RNA extraideoc de carneros
inmunizados frente a células tumorales del
sarcoma de la rata inducido por benzopireno era
efectivo para disminuir la proliferacidn
tumoral vy capaz de producir regresiones
significativas en esos animales(ALEXANDER & al,

1967) .

Esta inmunoterapia puede ser igualmente
utilizada en el hombre, bien utilizando un RNA
inmune obtenido de Organos linfoides de
animales inmunizados c¢on el tumeor humang, o
sensibilizando in vitro linfocitos normales con

las células neoplasicas.

Al lado del RNA se pueden utilizar algunas de
las linfoquinas segregadas por los linfocitos y
de entre ellas la primera utilizada fue el

"factor transfer".
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Se trata de una sustancia, acido
inmunoribonucléico, capaz de conferir una
inmunidad celular antigeno especifica. La
administracién del factor transfer debe de ser
realizada de una forma reiterativa y su gran
ventaja radica en que no estimula a los
linfocitos B con lo que no existe el problema

de la facilitacién inmunoldgica.

Ya hemos mencionado anteriormente al hablar de
la inmunoterapia adoptiva como hoy se estan
empleando las interleuquinas, especialmente 1la
IL-2, sola o asociada a otros inmunomodulares o
sustancias gque potencien su accién, como 1los
interferones (RANJIT, PARHAR & LALA, 1987;
SILAGI, DUTDOWSK, & SCHAEFER; THATCHER, DAZZI &

al, 1989)

Con los interferones, alfa, beta y gamma, se
han observado respuestas en tumores de mama,
tumores cerebrales, linfomas vy leucemias.
También es efectivo en el Sarcoma de Kaposi.

(LOPEZ-BRAN, ROBLEDO & al, 1989).

Diversos ensayos clinicos han demostrado que el

interferdn, tiene una eficacia semejante a 1la
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DTIC en los casos avanzados de melanoma. La
frecuencia de respuestas favorables, incluyendo
remisiones completas o parciales obtenidas ha
oscilado entre el 12 y el 22%. La respuesta se
observa en la regresién de las metéstasis y en

la prolongacidn del tiempo de supervivencia.

La inyeccién directa del interferdén sobre las
lesiones cuténeas , puede producir una
dramatica regresién de estas lesiones, pero el
proceso maligno en su conjunto no es afectado y
las lesiones pueden progresar en otro sentido
{CREAGAN, FRYTAK & al, 1989; OSANTO, JANSEN &

al, 1989; SERTOLI, BERNENGO & al, 1989)

En la tricoleucemia el interferén es el

tratamiento de eleccién con remisiones

superiores al 90% de los pacientes.

Otras linfoquinas como el factor estimulante de
colonia granulocitico-macréfago, el factor de
necrosis tumoral y los factores de crecimiento
se encuentran en fase experimental. Las
timosinas u hormonas timicas son polipéptidos
producidos por 1las células epiteliales del

timo.
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De entre ellas la fraccién 5, la timosina
alfa-1, y 1la 4 o6 TP-I, han sideo las mas
estudiadas. Dada su escasa toxicidad han sido
ampliamente investigadas en humanos, habiéndose
mostrado eficaces para restaurar la inmunidad
en ciertas inmunodeficiencias pero siendo su
papel en el cancer discutido. (E.Diaz Rubio,

1987, citado anteriormente.)
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2.

MODELOS CLINICOS DE AUTOSENSIBILIACION CUTANEA

2.1. ERUPCIONES SEGUNDAS O IDES (ROCKL, 1956)

Un fendmeno de dificil interpretacidn, es

brusca diseminacién de una erupcidén cuténea

eczematosa a toda la piel del cuerpo
coincide con una exacerbacién de un
primaric ya existente y que no se debe a

fendmeno de aposicidédn o continudad. Esta es

concepcién de las "ides". RAVAUT 1las 1lamd

"erupciones segundas" y aungque han

aplicadas también por DARIER a la tuberculosis
(tubérculides) (DARIER, 1896) y por AUDRY a las
leucemias (leucémides) (AUDRY, 1902), y por
otros autores a algin otro tipo de afeccidn
dermatoldégica, en deneral su utilizacidédn mas
especifica, se refiere a las infecciones
microbianas y micédsicas, denomindndolas segln
el posible agente productor : levurides (RAVAUT
& RABEAU,1925) estrepto o estafilocdccides
(KICHERAT, LANSIEN, DERAUX,1930),enterocéccides
(MCNTLAUR, 1949) ; cdeccides (RADJA, 1951} ;

bactérides o mnmicrdbides (JADASSONH, 1939);

dermatofitides (GUTH, 1933); etc.
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La silaba "ide" sefalaria erupciones de
naturaleza alérgica, generalmente simétricas vy
generalizadas, con una morfologia variable. Se
supone que se forman por el transporte de
antigenos vivos o muertos por via sanguinea o
linfatica hacia la piel fuertemente

sensibilizada.

La patogenia cierta de este fendmeno de
diseminacién no estd enteramente aclarada, pero
su conexidn con un foco de partida es
indiscutible porque con la curacién del foco

desaparecen las ides.

En la mayoria de los casos toman las "ides" su
punto de partida en los eczemas microbianos de
las piernas que coinciden con la presencia del
complejo varicoso. Otras veces, las micrdbides
pueden estar en conexidén con un foco microbiano
interno.RAVAUT,PILLSBURY & LIWINGOOD encuentran
dos veces mas frecuente el foco en la piel, que

en lo érganos internos.

Un origen interno parece verosimil cuando no se
encuentra sobre la piel ningldn proceso primario
piégeno, punto de partida, y cuando la

extirpacién del foco produce la curacién
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2.1.1.

CUADRO CLINICO DE LAS MICROBIDES

Otra particularidad importante de 1las
micrébides es su cuadro clinico, que no
coincide con el del foco primario y
corresponde en esencia a dos tipos.

Tipo I: Méaculas eritematoescamosas del
tamafioc de wuna moneda, bien 1limitadas,
parecidas a la pitiriasis rosada o a
las dermitis seborreicas. Se localizan
principalmente en cara, cuello y sobre
todo en el escote.

Tipo I1: Son mas frecuentes Yy
corresponden en su morfologia a los
eczemas papulo-vesiculosos de Brock. La
disposicidén de las pépulo-vesiculas es
primeramente folicular y mas tarde
interfdlicular.

Pueden agruparse y formar placas mas o
menos limitadas, redondeadas V%
sobresalientes. A veces, por el
contrarioc las lesiones no se delimitan y
se esparcen difusamente sobre la piel
tomando el aspecto de sifilides.

Las placas corresponden a un eczema

nummular o© a un eczema diseminado en
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2.1.2.

placas, que denotan una fase de
estabilizacién con mayor resistencia al
tratamiento. Ademas parece ser mas
frecuente su relacién con un foco
primario interno. No rara vez el rascado

produce lesiones isomérficas.

Ademas de estas eflorescencias
preponderantes hay otras m&as raras; en
ocasiones las papulas son mas
urticariformes, otras veces son maculo-
pustulosas amicrobianas e incluso
purpGricas. Estas ualtimas se extienden
por brazos y piernas y rara vez por todo

el cuerpo.

Las eflorescencias pueden ser planas,
sin infiltracién o) tener una
infiltracién clara simulando un eritema
exudativo multiforme. A veces pueden
transformarse en ndédulos granulomatosos

hemorragicos.
LOCALIZACION DE LAS MICROBIDES

En cuantc a su localizacidén se pueden

distinguir tres apartados :
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A) Las micrdbides localizadas alrededor
de un foco cutéaneo.

B) Las microébides simétricas que tienen
predileccidén por zonas intertriginosas,
cara y escote.

B) Micrébides simétricas sin

predileccién por ninguna zona.

HISTOPATOLOGIA DE LAS MICROBIDES

Histopatoldgicamente se encuentran
alteraciones diferentes en una misma
lesién : Focos de espongiosis de
linfocitos, que pueden observarse
subcorneales, mediales o en la parte
inferior de la epidermis. Los de
localizacidn subcérnea, a menudo, se

acompafian de picnosis.

En 1la mayor parte de los <casos se
encuentran en ias vesiculas,
polinucleares que corresponden a 1las
lesiones pustulosas. En algin caso hay
eosindfilos en dermis vy epidermis.
Generalmente hay un ligera acantosis ¥y
en el coridén un infiltrado mds o menos

intenso de linfocitos y polinucleares.
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Todos estos aspectos pueden observarse
en una misma lesién, por lo gue pueden
aparecer imdgenes alérgicas (inferiores)

y toéxicas (superiores) simultaneamente.

EXPERIENCIAS CLINICAS DE HOPKINS Y BURKY

(HOPKINS & BURKY, 1944)

Por lo dicho anteriormente hemos supuesto gue
las reacciones segundas se producian por la
sensibilizacién de 1la piel por sustancias
circulantes antigénicas o téxicas elaboradas en
un foco infeccioso distante, pero estos autores
piensan en la posibilidad de una
sensibilizacién de la piel por un antigeno o
toxina elaborada in situ, lo cual podria

explicar ciertos eczemas.

Basidndose en experiencias del propio BURKY, en
1934 trabajando con conejos, gque mas tarde
comentaremos, y en otras experiencias, como las
de LANDSTEINER & JACOBS, en las que indican gque
los animales pueden hacerse sensibles a
proteinas de su propio cuerpo, (LANDSTEINER &
JACOBS, 1936) ;HOPKINS Y BURKY,esbozan una teoria

para explicar, en el hombre, ciertas dermatosis
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de causa desconocida. Les parece a ellos
posible gue una toxina estafilocédcica podia ser
liberada en la piel por el crecimiento
indolente de organismos que forman toxinas no
muy activas pero gque se combinan con la
queratina, produciéndose una sensibilizacidn

local y la aparicién de una dermatitis.

Si esto es cierto, 1los pacientes deberian ser
reactivos a la toxina estafilocdcica y también
a la queratina. Deberia también ser posible

recoger estafilococos de las lesiones cuténeas.

Los autores han estudiado y tratado mas de 50
pacientes con dermatitis de las manos mediante
toxina esfafilocécica. En 40 de ellos pudo
demostrarse la presencia de estafilococos
aureus. En 2 se demostrd ademds la presencia de
E.albus vy en 4 se demostraron también,

estreptococos beta-hemoliticos; 15 de las 40

cepas de estafilococos aislados, formaban
exotoxinas, 7 pacientes fueron probados
con extrates de caspa ( queratina ) Y
6 dieron positivo, 20 pacientes fueron

tratados con toxina estafilocdcica de 1la

98



siguiente manera : Las inyecciones se
administraban dos veces por semana durante un
minimo de 3 meses. Se comenzaba con diluciocnes

de I/I1I0.000 & I/I000.

Se elevaba 1la dosis gradualmente hasta que
habia una exacerbacidn focal o hasta que 1la
reaccidén local en el sitio de la inyeccién era
de 4 por 4 cm. La curacidn se consiguid en 10

pacientes en un periodo de semanas a un ano.

Los autores concluyen diciendo que la evidencia
clinica y experimental indica dgque ciertos
eczemas intratables de las manos 1
probablemente en otras partes del cuerpo son
debidos a una hipersensibilidad local a la
queratina del propio paciente inducida por 1la
liberacién de toxinas estafilocécicas, unido al
trauma en el sitio de la lesién., Ellos proponen
para este tipo de manifestacidén cuténea el

término de "Keratide".
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EXPERIéNCIAB DE ROCKI., EN RELACION CON LA
1

PATOGENIA DE LAS MICROBIDES

Se ha ;upuesto que las micrébides se producen
por di#eminacién hematégena de las bacterias vy
sus to*inas originadas en un foco primitivo
externé o interno. E1 hecho de no encontrar
histol&gicamente una afectacidén primitiva de
los va#os Yy sobre todo el hecho de gue nunca se
hayan {podido demostrar bacterias en las

papulo+vesiculas ni en las lesiones pustulosas,

hace e%ta hipétesis muy poco probable.

En cua#to a las toxinas tampoco su papel es muy
claro %ues la inyeccién de las mismas nunca
producé reaccién focal ni una
desensﬁbilizacién. Es muy probable gque sean
autoantigenos formados en el foco primitive ¥y
reabsotbidos bruscamente, gque pasan a la
sangreL Yy gque encontrando a la piel ya
sensiblilizada especificamente determinan una

reaccidén antigeno-anticuerpo.
En este sentido deberia pasar un cierto tiempo

hasta gque todo el tegumento esté sensibilizado

y deberian sobrevenir determinados factores,
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todavia en su mayoria desconocidos, gue
permitiesen una reabsorcién masiva sabita de

autoantigenos en el foco eczematoso.

Estas consideraciones hipotéticas encuentran,
en cierto sentido, una confirmacidén clinica.
Asi, las microbides brotan, en general, después
de un cierto tiempo de la existencia de un foco
primario y generalmente de una manera repentina
cuando el foco primario ha experimentado, a
través de diferentes clases de estimulos, una

exacerbacién.

La anamnesis de la mayoria de los pacientes con
diseminaciones exantemadticas muestra gque la
aparicion de los sintomas esta precedida bien
de una exacerbacién local del foco primario o
bien del uso local de medicamentos o medidas de

tipo fisico (radioterapia).

Naturalmente gque cuando han precedido medidas
locales medicamentosas debe descartarse una
reaccioén alérgica exdgena frente a los
medicamentos usados, mediante pruebas de

contacto.
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No hay duda de que por el influjo de las
bacterias sobre 1las proteinas celulares, se
forman productos y sustancias metabdlicas gque
no tenian existencia primariamente. Podria
suceder en la piel, un hecho parecido al que
SARRE Y ROTHER aceptaron para el rifién; es
decir, gue exista una desnaturalizacién de 1las
alblminas epidérmicas por accién de las
bacterias o] sus productos, haciéndose
autoantigénicas tal como demostrd UWAZUMIS en

los animales.

Es decir gque por medio de las bacterias se
lleguen a formar autoanticuerpos contra las
albuminas epidérmicas. Esta posibilidad parece
légica si tenemos en cuenta el hecho de gque
como los autoantigenos se forman después de un
cierto tiempo, el foco eczematoso primitivo

debe de ser crénico.

La posible existencia de un autoantigeno en el
foco eczematoso la investigaron ROCKL & al,
haciendo pruebas epicutéaneas, eliminando
previamente la c¢apa cérnea, en el propio
paciente y en el contrel sano, utilizando

extractos de piel sana y detritus del foco
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eczematoso, eliminando previamente las
bacterias sin utilizar calor y haciendo también

una concentracidén previa del mismo.

Para potenciar "in vitro" 1la formacién de

autoantigenos incubaron los extractos de piel

sana durante 2 a 4 dias a 370, afiadiéndoles
dextrosa, glucosamina, suero Y extractos
epidérmicos.

Los resultados fueron los siguientes : Con 1los
detritus eczematicos probados en los propios
pacientes se lograron sobre piel sin capa
cérnea, reacciones eczematosas. De 70 pacientes
el 66% dieron resultado positivo. Las pruebas
con raspaduras de piel sana dieron resultado

negativo.

Simultdneamente las pruebas en personas sanas
control con los detritus eczematosos sdlo
dieron un 6% de reacciones positivas. Estos
resultados contrastan con las experiencias de
STORK gque con estafilococos aureus encontrd un
80% de positividades en controles sanos y un

57% utilizando filtrados de caldos de cultivo.
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Todo ello hace suponer gque las reacciones
eczematosas con detritus eczematosos se
realizan a través de la formacidén de un
autoantigeno mds o© menos especifico. Este
efecto se aumenta por medio de la incubacién de

los detritus a 379 durante pocos dias.

La hipdtesis de ROCKL es la siguiente : Bajo el
influjo de 1las bacterias sobre las albldminas
celulares, escleroproteinas, amincacidos, etc.,
se forman autoantigenos complejos en el foco
eczematoso, especificos contra la epidermis. La
reabsorcidn latente de pequefias cantidades
antigénicas conduce a la produccién continuada
de anticuerpos especificos epidérmicos gue
humoralmente o por 1linfocitos se fijan en 1la

epidermis sésilmente.

Mientras el foco primario permanece apagado,
solamente se reabsorben pequefias cantidades
antigénicas y no se produce la reaccioén
antigeno-anticuerpo en 1la piel porque las
pequenas cantidades de antigeno son eliminadas
por los anticuerpos circulantes. Pero cuando se
produce una irritacién del foco primario hay

una gran reabsorcién de antigenos y entonces se
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da la posibilidad de gque estos reaccionen con
los anticuerpos existentes en 1l1la piel sana
produciendo las manifestaciones eczematosas.

(FIGURA- I)
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EPIDERMIS

FOCO PRIMARIO

Bacterias + epidermis +

I

autoantigenos

FOCO SECUNDARIO

anticuerpos sesiles

Choque antigeno-

- anticuerpo

| En determinadas condiciones |

| (Estimulos fisicos y quimicos) |

| S Sistema linfoide

Anticuerpos

S—

FIGURA - I - HIPOTESIS DE ROCKL SOBRE

AUTOSENSIBILIZACION CUTANEA
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3. MODELOS EXPERIMENTALES DE AUTOSENSIBILIZACION

3.1. ENDOFTALMITIS FACO-ANAFILACTICA EXPERIMENTAL EN

CONEJOS (BURKY, 1933, 1934).

3.1.1.

INTRODUCCION

En 1922 VERHOEFF Y LEMOINE sugirieron
gque un cierto tipo de inflamacién
intraocular postooperatoria consecutiva
a la extraccidén de cataratas podia ser
debida a una reaccidén entre partes de
cristalino retenidas después de la
intervencién y una hipersensibilidad al
tejido ocular del cristalino. Sin
embargo, no pudieron probarlo en 1la

experimentacién animal en conejos.

Segin BURKY hasta el afio 34 nadie habia
podido desencadenar en el conejo una
reaccion alérgica al tejido del
cristalino, aunque los pacientes
sefialados anteriormente, presentaban una
prueba cutanea positiva a extractos de
cristalino.

En un trabajo anterior BURKY, demostro
que conejos a los que se les administran
inyecciones intracutaneas de toxina

estafilocécica desarrollan no solamente
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.1.

una antitoxina contra la toxina, sino
también, un estado hipersensible al
caldo de vaca en el cual se produce la
toxina. Normalmente dicho caldo de vaca
no produce tal efecto antigénico.

Entonces se le ocurre a BURKY que dicha
toxina estafilocécica podia tener tal
afecto "activante del tejido del
cristalino. En este sentido ided el

siquiente experimento.

MATERIAL Y METODOS

Los cristalinos de vaca fueron
introducidos en hidréxido de aluminio
100 normal, conteniendo 0,5% de cresol.
Para cada cristalino se emplearon 20 cc
de esta solucidén. Después se agité la
solucién durante 12 horas c¢on vidrio
roto con lo cual se formé una emulsiédén,
que fue centrifugada y filtrada a través

de un filtro V de Berkefeld.

Los sdlidos totales fueron determinados
por deshidratacidn a 104° C. La

solucidén, se ajustd para que contuviese
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un 2% de proteinas y 0,85% de Cl NA,
afiadiendo agua destilada estéril y
solucidn de cloruro sbddico al B,5%. Se
prepararon extractos de cristalino de

otras especies de una manera similar.

Tales soluciones de cristalino no fueron
téxicas cuando se inyectaron
intravenosamente en conejos, en
cantidades tan grandes como 10 cc. Las
inyecciones intravenosas repetidas
produjercn precipitinas contra las
soluciocnes de cristalino de todas las
especies. Inyectadas intradérmicamente
no produjeron ni reacciones cutaneas, ni

precipitinas en humanos o conejos.

3.1.2.a. Toxinas en Caldo de Cristalino

Ojos de vaca frescos, después
de la eliminacién de todo el
tejido extraocular se
introdujeron en agua hirviendo
durante 30 segundos. Mediante

unas tijeras estériles se les
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extrajo el cristalino, introdu-
ciendo a continuacién cada
cristalinoe en un tubo conte-
niendo 30 cc de caldo de
cultivo. Se prepararon 50 tubos
Y se incubaron durante una
semana con una temperatura que
variaba desde la de la

habitacién hasta 37 c.

La mitad de los tubos se conta-
minaron y fueron eliminados,
inoculando el resto, con una
cepa de estafilococo aureus,
formadora de toxina(Ha) .Después
de 10 dias de incubacién a 37°C
el contenido de los tubos se
juntd, se les anadid cresol al
0,5%, filtrande 1la solucién
resultante a través de un
filtro Berkefeld V.

Los estafilococos habian ido
desintegrando lentamente los
cristalinos de forma qgue
estos, relativamente indemnes

inicialmente llegaron a ser
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una masa amorfa de sedimento a
los 10 dias de incubacidén. El
filtrado era capaz de matar
conejos adultos en 24 horas o
menos, después de la inyeccidn
intravenosa de 0,1cc/kilo de
peso corporal. Este filtrado
precipitaba con suero
antiestafilocécico en dilucidn
hasta del 1I/16 y <con Ssuero
conteniendo precipitinas contra
el cristalino hasta una

dilucidn del I/50.000.

Se prepararon de 1la misma
manera filtrados de cepas de
estafilococo F, y Dy . (no

formadoras de toxina)

Estos filtrados no eran tdxicos

para los conejos.
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3.1.2.b. Filtrados Estafilocécicos,

téxicos y no téxicos.

Cepas Ha, F;, y D; se incubaron
en caldo de cultivo, sin
cristalinos y se procedid de 1la
misma manera., Los cultivos vy
filtrados de la cepa Ha mataron
a conejos en 24 horas o menos
después de la inyeccién
intravenosa de pequefas
cantidades (0,1 cc/Kg de peso
corporal). La muerte es
aparentemente debida a la
accioén de una verdadera

exotoxina.

Cepas similares han matado a
humanos después de la inyeccidn
de pequefas cantidades de
cultivo Yy han causado
transtornos gastrointestinales
graves después de la ingestién

oral.
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3.1.2.c.

Los cultivos totales de cepas
Fs mataron conejos con la
formacién de abcesos después de
24 horas o de 48 horas si 1la
inyeccidén era intravenosa. Sin
embargo los filtrados no
tuvieron ninguna actividad
patogénica. La cepa D, no tubo
ninguna accidén patogénica sobre

los conejos.
Experiencias en conejos

Nueve conejos se prepararon
para inyeccién intracutanea
mediante depilacidén con sulfuro
de bario. A intervalos de una
semana, cada conejo recibidé en
una Aarea cutanea, 0,1cc de
toxina-caldo cristalino, Yy en
otra area 0,lcc de extracto de

cristalino.
Las reacciones que se

produjeron se midieron en el

grado de eritema e hinchazén Yy
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necrosis en centimetros. A dos
conejos se les inyectéd
intravenosamente extractos de

cristalino (5 cc) cada semana.

Precediendo a la primera
inyeccidn Yy a intervalos
irregulares, se sangréd a los
conejos a través de las venas
del margen de las orejas y se
guarddé 1la sangre para la
realizacidén de 1los test de
precipitinas. Los test se
realizaron bien inmediatamente
después de 1la recogida del
suero, o bien, 1los sueros
fueron conservados con
cloroformo para uso posterior.
Diluciones de los extractos de
cristalino tan altas como al
1/100.000 fueron colocadas
sobre el sueroc y la reaccidn en
anillo se leyd después de una
hora. Los tubos se agitaron
posteriormente y se incubaron a
37 ¢ durante una hora y al dia
siguiente se leyeron los

resultados finales.
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3.1.3.

RESULTADOS

3.1.3.a.

Reacciones cuténeas a la

toxina-caldo de cristalino

Este filtrado produjo
reacciones como las producidas
por la toxina en caldo de
cultivo. La primera inyeccidén
fue seqguida de eritema e
hinchazén, 24 a 48 horas
después de la misma. La
necrosis ocurrid en la mayoria
de los animales y las costras
necréticas duraron alrededor de

tres semanas.

Las inyecciones posteriores
causaron reacciones menores
hasta que se alcanzd un minimo
(lx 1 cma las 24 horas).
Posteriormente a este estado de
relativa no reactividad, nuevas
inyecciones causaron un aumento
considerable en el tamano de la

reaccién.
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3.1.3.b.

El tiempo de reaccibén se acorté
a cuatro horas y la hinchazdén y
el eritema persistieron durante
48 horas. No hubo necrosis o

fué minima.

Reaccicones cuténeas a extractes

de cristalino

La inyeccidén inicial de esta
sustancia en conejos normales
causd una hinchazén temporal vy
pocce o ninglin eritema. Las
reacciones nunca excedieron los
2 ¢cm y desaparecieron en 24
horas. Las inyecciones
repetidas en animales normales
o en conejos inyectados
intravenosamente con extractos
de cristalino, produjeron

reacciones similares o menores.

En el grupo de conejos
inyectados con toxina en caldo
de cristalino y extractos de

cristalino, la Gltima sustancia
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causd reacciones cutaneas
normales hasta gue ocurrié un
aumento sabito en la
reactividad de la piel, que vya
hemos descrito. En este
momento, las reacciones
causadas por la toxina caldo de
cristalino y los extractos de
cristalino no se podian

distinguir, la una de la otra.

Se sacé la conclusién de que
ambas reacciones eran debidas a
los extractos de cristalino mas
gque a la toxina. Los conejos
fueron entonces probados con
extractos de cristalino humano,
swine y de conejo y se encontrd

gque eran igualmente reactivos.

La primera aparicién vy la
duracidén de 1la sensibilidad a
los extractos de cristalino
variaba en -los diferentes
animales pero la mayoria
alcanzé la maxima reactividad

después de la cuarta inyeccidn
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3.1.3.c.

y la sensibilidad persistid
durante varias inyecciones mas.
Un conejo en este grupo no
reacciond® hasta después de la
sexta inyeccién. Dos conejos,
sensibles después de la tercera
o cuarta inyeccién, se
volvieron relativamente no
reactivos después de la quinta

inyeccidn.

Reacciones Oculares

Para determinar si la
sensibilidad al cristalino era
amplia y no especifica, se ided
el sigquiente experimento : Se
hicieron 3 grupos : Un primer
grupo de conejos a los que se
les habia inyectado
intradérmicamente extractos de
cristalino y la toxina-caldo de
cristalino; un segundo grupo de
conejos a los que el extracto

de cristalino se habia
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inyectado intravenosamente y un
tercer grupo control de 4
conejos normales. En 1los 3
grupos, previa anestesia con
cocaina, se inyectd una aguja
en la cdmara anterior del ojo y
se extrajeron 0,2 cc de humor
acuoso. A continuacién la aguja
se inyectd en el cristalino vy
el humor acuosoc fue inyectado
alli.Se obtuvieron los siguien-
tes resultados :

* Conejos normales :

a) Los conejos 12 V% 15
mostraron una respuesta
traumdtica a la aguja. Habia
inflamacién conjuntival Yy
pericorneal, exudado plasmatico

en la camara anterior y

catarata traumatica. Estos
ojos, excepto por las
opacidades del cristalino

recuperaron la normalidad en 3
a 4 dias. El examen histolégico

did resultados negativos.
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b} Los conejos 13 y 14 se
infectaron secundariamente,
Ademas de los cambios
mencionados habia una descarga
purulenta de la conjuntiva.
Estos ojos, excepto por las
opacidades del cristalino y la
inflamacién externa, se
normalizaron en siete dias. El
estudio histoldgico del ojo del
conejo 14 no demostrd nada
notable. El1 conejo 13 mostrd un
cuadro tipico de endoftalmitis
faco-anafilactica. Se pudo

aislar un estafilococo aureus.

* Conejos insensibles al cris-
talino y con formacién de

precipitinas

Este grupo incluye los conejos
10 v 11, en los cuales se habia
inyectado intravenosamente
extracto de cristalino, y el

conejo 9 en el que se habia
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1nyectado intradérmicamente toxina-caldo
de cristalino Yy extracto de
cristalino, sin observarse reaccién
cutdnea en el momento de la aplicacidén
de la aguja. Este grupo se comportd como
el grupoc de control normal, excepto en
un caso en el gque las opocidades del
cristalino desaparecieron mas
rapidamente que en los controles
normales. En el momento de la aplicacién
de la aguja, el titulo de precipitinas

no sobrepasaba el 1/5000.

* Conejos sensibles al crista-

lino y con precipitinas

La inyeccidén de la aguja en el

cristalino causé un tipo de
reaccidn hipersensitiva
semejante a la gue ocurrid
despues de la inyeccién de

suero de wvaca en el ojo de un
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conejo sensible a este suero. A
las 24 horas habia una marcada
inflamacién conjuntival Y
edema. Las cérneas estaban
opacas y en algunos casos una
iritis oscurecid el estado del
cristaliné. Después de varios
dias la cérnea fué invadida por
anillos vasculares. Los conejos
5, 6 Y 7 tenian bandas
necréticas de 2 mm de ancho en
el limbo. En el conejo 6 la
necrésis fué tan marcada gue
parecia que el ojo se habia
roto. Las reacciones del resto
de los ojos persistieron
durante 7 dias o mas y las
inyecciones intracuténeas de
toxina-caldo de cristalino Yy
extracto de cristalino causaron
un aumento en los sintomas
oculares si el animal todavia
era reactivo cutdneamente a los

extractos de cristalino.
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3.1.3.4.

infiltrado de monocitos y
macrédfagos. En los animales
control, no infectados la
infiltracién fué insignifican-
te. A las dos semanas el cuadro
era similar. Es conveniente
sefialar que aungue habia esta
diferencia entre los controles
normales Yy los conejos
alérgicos el cuadro de estos
tampoco era similar al que se
ve en la endoftalmitis

facoanafilactica.

Precipitinas

Todos los sueros de los
animales no tenian precipitinas
antes del experimento. El
titulo de precipitinas en el
grupo al que se le administrd
inyecciones intravenosas no
pasaba de 1/5000 después de 1la
administracién de 20 cc de
extracto de cristalino. Los

animales sensibles tenian unos
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titulos de precipitinas de al
menos 1/50.000 después de 1la
cuarta inyeccidén y de la admi-
nistracién de no méds de 1 cc de

extracto de cristalino.

El autor no cree gque el gran
titulo del precipitinas sea el
responsable de 1la reacciones
oculares de hipersensibilidad,
pero si cree que la actividad
antigénica de los extractos de
cristalino habia sido aumentéda
por la accién de la toxina.
Normalmente, 1la cantidad de
extractos de cristalino usados
en el grupo C no produce
efectos demostrables. Por
ejemplo : los extractos de
cristalino inyectados intradér-
micamente, solos o mezclados
con suero de vaca en cuatro
conejos no produjeron
precipitinas o sensibilidad al
cristalino después _de 8

inyecciones.
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El suero de vaca, sin embargo,
produjo una tipica reaccién
tipo Arthus Yy precipitinas

contra el suero de vaca.

Estos resultados muestran que
la sensibilidad al cristalino
se desarrolla combinadndolo con
toxina estafilocécica. El
siguiente experimento fué
ideado para contestar algunas
de estas cuestiones : Los
conejos 16, 17 y 18 fueron
inyectados intradérmicamente,
en un area empleando una mezcla
de extracto de cristalino al 2%
y toxina crecida en caldo de
vaca y en otra area diferente
con extracto de cristalino.A
los conejos 19, 20 y 21 se les
inyect® en una area extractos
de cristalino al 2% y en otra

drea toxina-caldo de vaca.

Una sensibilidad cutanea y

ocular al cristalino se

desarrollé en un conejo de cada
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grupe {17 y 20). El1 cuadro
histoldégico fué similar en los
ojos de estos dos conejos y el
titulo de precipitinas osciléd
entre 1/5000 y 1/50.000. Los
otros cuatro conejos no
reaccionaron cuténeamente, y
las reacciones cculares fueron
dudosas, sin observar el cuadro
de la endoftalmitis
facoanafilédctica. En dos
conejos no habia precipitinas y
otros dos tenian menos de

1/5000.

Estos resultados demuestran gue
la inyeccidén coincidente de
extractos de cristalino y
toxina en caldo de vaca puede
producir una sensibilidad al
cristalino.Sin embargo,este me-
todo no es tan efectivo como el
descrito primeramente. Los re-
sultados sugieren que la sensi-
bilidad se desarrolla al cris-

talino inalterado mads que a una
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proteina derivada del
cristalino y producida por 1la
actividad metabdlica del
estafilococo. También refuerza
la sugerencia previa de que la
toxina altera o acrecienta el
efecto antigénico del

cristalino.

A los conejos 22,23 y 24 se les
administraron, a la vez,
inyecciones de filtrados de
caldos de cultivos no téxicos
(cepas estafilocécicas Fs) vy
extractos de cristalino. A los
conejos 25, 26 y 27, se les
administréd inyecciocnes de
filtrados de caldos de
cristalinc no téxicos (cepas
D) y extractos de cristalino.
Las inyecciones repetidas de
estos filtrados produijeron
reacciones cutdneas dudeosas en
los conejos 22y 27. La
inserccién de la aguija

solamente produjo una reaccidn
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traumatica y el estudio
histolégico no demostrd ninguna
evidencia de una endoftalmitis
facoanafilactica.No aparecieron
precipitinas contra el
cristalino en ninguno de los

grupos.

Estos resultados sugieren que
los estafilococos formadores de
toxina son las Gnicas cepas de
esta especie que pueden
producir wuna sensibilidad al
cristalino. También demuestran
gque la inyeccién intracuténea
de cristalino sin toxina no

produce precipitinas.

Se menciond anteriormente en
este trabajo que los filtrados
de caldo de cristalino Fg v Dy
no fueron téxicos para el
conejo. Estas dos cepas, sin
embargo, redujeron los
cristalinos a una masa amorfa
similar a la producida por la

cepa Ha.
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Estos resultados indican una
destruccidon del cristalino con
formacidén de productos por
descomposicidn. Si tales
productos de descomposicién se
forman, no teniendo ningdn
efecto letal o sensibilizante,
pareceria, por tanto, que 1la
toxicidad y la sensibilizacién
del filtrado Ha es especifica,
inherente solamente a las cepas

formadoras de toxinas.

Los cristalinos de los conejos
que desarrollaron una reaccién
ocular especifica fueron
agujereados cuando la
sensibilidad cutanea estaba en
su cenit. La reaccidén ocular

fué inmediata y severa.

En un intento de duplicar 1la
aparicién retardada, 1los oijos
de los conejos 28 a 33 fueron
agujereados el dia gue se

iniciaron las inyecciones
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intracutdneas de toxina-caldo
de vaca Yy extracto de
cristalino. El1 agujereamiento
causdé una reaccidén "normal" los
primeros dlas, pero estos ojos
no volvieron a la normalidad.
Las reacciones oculares
aumentaron poco a poco Y
después de cada inyeccién
intracutanea habia un aumento.
El cuadro clinicec en estos ojos
se parecia muche al que se ve

en los humanos.

Las reaccicnes cutaneas a 1los
extractos de cristalino sdlo,
fueron positivas después de 1la
tercera inyeccidén y el titulo
de precipitinas fué superior a
1/5000. Los ojos fueron extir-
pados después de la tercera
inyeccién intracutédnea vy el
estudio histolégico confirmdé el
diagnéstice clinico de endolf-

talmitis facoanafildctica.
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3.1.4.

COMENTARIO

Estos resultados demuestran gue la
hipersensibilidad al cristalino puede
ser producida experimentalmente en
conejos por la accién intermediaria de
toxina estafilécica y gque cuando los
cristalinos de tales conejos sensibles
al mismo son agujereados, aparece una
endoftalmitis faco-anafilactica. Los
resultados sugieren, pero no demuestran,
como se desarrolla el cuadro clinico en
humanos.

Las acciones patogénicas de 1la toxina
estafilocécica en el cuerpo humanoc y en
el conejo son tan semejantes en otros
aspectos que parece que podemos afirmar
que la sensibilidad a los cristalinos,
por lo menos en algunos ejemplos, podia
iniciarse por la accién de la toxina
desde un foco de infeccidn o por 1la
infeccién del ojo  por bacterias
formadoras de toxina en el momento en
que los cristalinos son absorbidos
después de la intervencién. Tal
mecanismo podia ser probado en conejos,
pero tal experimento requeriria un

nimeroc muy grande de animales a causa
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del gran naimero de variables inherentes
a tal experimento. Probar tal mecanismo
de endoftalmitis facocanafilactica en
humanos parece imposible en 1la hora
presente.

Estos resultados muestran claramente gue
los conejos pueden ser hechos alérgicos
y desarrollar precipitinas al
cristalino. Este tejido, sin embargo, es
especifico de érgano y tiene una
actividad antigénica que es mas dgrande

que la de otros tejidos.

3.2. REACCIONES CUTANEAS A LA TOXINA-CALDO DE

MUSCULO (BURKY, 1934)

MATERIAL Y METODOS.

Para evitar la complicacidén que supone
la utilizacién de tejido especifico de
érgano, sehfialada anteriormente, se usd
misculo de conejo pues no contiene

ninguna fraccién especifica de ©6rgano.

El procedimiento fué el mismo; las
reacciones cutaneas empleando
toxina-caldo de masculo fueron

semejantes a las citadas con el

cristalino.
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3.2.2.

RESULTADOS Y COMENTARIO.

Estos animales presentaron ademas otras
curiocsas reacciones gque sudgerian que el
trauma fisico "liberaba" de la piel o de
la musculatura vecina sustancias a las

cuales los conejillos eran reactivos.

Por ejemplo, cada depilacién causé una
dermatitis grave gque no ocurria en los
animales control. El pellizcamiento de
la piel con una hemostato produjo wun
drea de eritema e hinchazén que fué
idéntica a la producida por la inyeccién
de caldo de midsculo.

Tales reacciones no se produjeron en
conejos control. Estos resultados
indican que algunos conejos pueden
hacerse sensibles a sustancias derivadas
de sus propios tejidos y gque no son

especificas de drgano.
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Todo ello sugiere que la reactividad de
estos animales al trauma fisico ha sido
alterada y que las reacciones al trauma
son debidas a la liberacibn de
sustancias de los propios tejidos del
animal a las cuales el animal ha sido

previamente sensibilizado.

El autor sugiere que un mecanismo como
éste podria ponerse en juego en. algunas
enfermedades. Una infeccién de un tejido
con estafilococo o posiblemente con
otros microorganismos sensibiliza al
individuo a algdn elemento del tejido

infectado.

Mas tarde una reinfeccidédn u otro trauma
del foco libera la sustancia
sensibilizante que causdé la inflamacidn

ccular.
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Deberia sefialarse que los conejos
sensibles al misculo propio no
reaccionan positivamente cuando se les
prueba con toxina en caldo de vaca y por
esc podria pensarse que el estafilococo

no juega ningidn papel.

En este momento no est& claro porqué la

toxina estafilocécica altera la
antigenicidad de sustancias inertes
ordinarias. Aungque parece por la

literatura que esta propiedad pueden

tenerla también otras toxinas.

PAPEL DE LOS HAPTENOS Y CARRIERS EN LA ALERGIA

RETARDADA (SALVIN, 1969)

El trabajo clésico de LANDSTEINER de 1954 demostrd
que la porcidn hapténica del conjugado
hapteno-proteina inducia anticuerpos contra el
mismo. De esta manera la especificidad de los
anticuerpos circulantes parecia orientada hacia

el haptenoc auhque la porcidn carrier de 1la
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molécula era importante en la induccién de la

respuesta inmune.

Estudios posteriares indicaron que la especificidad
de la hipersensibilidad retardada era diferente de
la de 1los anticuerpos circulantes. Conejillos de
Indias que habian sido inmunizados con conjugados
hapteno-proteina desarrollaron una hipersensibilidad
retardada al «carrier proteico en ausencia de
anticuerpos detectables contra dicho carrier, aungue
posteriormente pudiercon ser demostrados anticuerpos

contra el grupo hapténico.

En ningin momento pudo ser demostrada una
sensibilidad retardada frente al grupo hapténico.
Por ejemplo cuando se sensibilizaron conejillos en
las patas con 15-microgrs de p-azobenzoato-alblmina
de huevo de gallina (paba-Hea) en adyuvante de
Freund sin bacilos tuberculosos y 6 dias mas tarde
se probaron en la piel tante con conjugados
homélogos, carrier-homélogos o haptenos homdlogos
sobre un carrier heterdlogo, se pudo demostrar
solamente una sensibilidad retardada cuando el
agente que se probaba contenia el carrier homélogo,

en este caso el Hea.
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La inyeccién intradérmica de Paba sobre un carrier
heterdlogo sin sensibilidad cruzada, tal como la
gamma-globulina de BUCY (BGG) no produjo una
reaccidén retardada. En este momento no pudieron ser
detectados anticuerpos circulantes, ni al hapteno,.

ni al carrier, ni al conjugado completo.

Cuande los conejillos asi sensibilizados fueron
similarmente probados sobre su piel 14 a 21 dias
después de la sensibilizacidén, otra vez la
sensibilizacién retardada se desarrollod contra
el carrier proteico. En este momento, sin embargo,
se pudieron demostrar anticuerpos circulantes al

haptenoc (Pabka).

En este sentido cuando se inyectaron en animales
sensibilizados, compuestos que contenian el haptenc
homélego (Paba) sobre un carrier homdlogo o

heterdélogo se aprecidé una reaccién de Arthus.

La conclusidén que se obtuvo es que la especificidad
de la reaccién retardada era diferente de la de los
anticuerpos circulantes puesto que la especificidad

de la hipersensibilidad retardada estaba
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dirigida hacia wuna parte amplia de 1la molécula
antigénica, principalmente el carrier, mientras que
la especificidad de los anticuerpos circulantes vy
las reacciones de Arthus e inmediatas estaban
orientadas hacia los haptenos o partes peguefias de

la molécula antigénica.

Una similar especificidad a la sensibilidad
retardada se ha demostrado en las reacciones

cutaneas inducidas por haptenos de contacto.
Solamente aguellas sustancias simples gque forman
derivados covalentes con las proteinas in vivo son
efectivos. Como tales sustancias sensibilizantes
tienden a reaccionar indiscriminadamente con la
mayoria de las proteinas, deben ser usadas a bajas
concentraciones para desencadenar respuestas
cutaneas, evitando la aparicidén de inflamaciones no

especificas.

Varios conejillos fueron sensibilizados al hapteno,
dinitrofluorobenceno (DFB) por inyeccién de 50
microgramos del hapteno en adyuvante incompleto de

Freund en las patas.
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Cuando, tales animales fuercon examinados 6 dias
después de la sensibilizacidn, se pudo demostrar una
sensibilidad de contacto después de la aplicacién

percutanea del quimico especifico.

Aungque la proteina del huésped parece una parte
esencial de la molécula antigénica, la especificidad
o) reactividad cruzada entre los diferentes
inductores varia segin los tipos de haptenos de
contacto. Una sensibilidad de contacto no pudo ser
demostrada con conjugados de dinitrofenil compuestos
de proteinas heterdlogas carrier tales como alblmina
de huevo de gallina, gammaglcohbulina de buey o

albimina humana.

A los 14 dias, sin embargo, aungue se podia
demostrar todavia una sensibilidad de contacto
pintando 1la piel con DFB, se podian demostrar
anticuerpos circulantes con un antigeno compuesto
del dinitrofenil conjugado a una gran variedad de
carriers proteicos heterélogos. De esta manera, la
especificidad de contacto parece orientada hacia el
grupo dinitrofrenil conjugado a una proteina

somdtica del huésped animal mientras gque en los
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anticuerpoé circulantes o en una reaccidén de tipo
inmediato por el hapteno especifico conjugado a gran
variedad de carriers proteicos, la especificidad

esta dirigﬁda hacia el hapteno.

varios animhles fueron sensibilizados en las patas
con el conjpgado de dinitrofenil-albtmina de huevo
de gallina i(DNP-Hea) en adyuvante incompleto de
Freund. Cuahdo los animales fueron examinados a los
6 dias para saber sus respuestas de contacto no
pudieron préducirse reacciones cutadneas a DNP sdlo
pero se pu&ieron demostrar reacciones retardadas
cuando se e@plearon conjugados homdlogos (DNP-Hea)

intradérmicamente.

En este ca%o se desarrollaron tipicas reacciones
retardadas.éEn este momento no pudieron detectarse
anticuerposi al grupo dinitrofenil por
hemaglutina&ién, anafilaxia local o anafilaxia
sistémica. duando tales animales fueron examinados a
los 14 dias%todavia podia demostrarse una hipersen-
sibilidad r;tardada. En este momento podia también

demostrarse | una reaccién Arthus y anticuerpos
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circulantes al grupo hapténico conjugado a numerosos

carriers proteicos heterdélogos.

De esta manera no se pudo demostrar una sensibilidad
de contacto al DNP-Hea a causa de que el hapteno
dinitrofenil habia sido conjugado a la albumina de
huevo de gallina y no a una proteina somatica.
Cuando el dinitrofenil se conjugd en el tubo de
ensayo a una proteina somdtica tal como piel de
conejillo solubilizada y el conjugado fué inyectado
en la pata un conejillo se pudo demostrar una
sensibilidad de contacto a 1los 6 dias de la

aplicacién percutanea del haptenc sélo.

Ademas se pudo también demostrar una
hipersensibilidad retardada en este momento al
conjugado hombdlogo (dinitrofenil-piel de conejillo).
A los 14 dias, 1la sensibilidad de contacto todavia
persistia y podian también demostrarse anticuerpos

al grupo dinitrofenil.
Estos experimentos sugieren que las especificidades

de contacto y retardada est&n orientadas hacia el

carrier proteico.
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En un caso : El1 de la sensibilidad retardada, el
carrier proteico es parte de la molécula inmunizante
que ha sido inyectada intradérmicamente. En el otro
caso : El de la sensibilidad de contacto, el carrier
se combina con el hapteno de contacto después de que
éste ha sido aplicado bien percutanea o
intracutaneamente. En ambos casos, cuanto mas tarde,
aparecen los anticuerpos circulantes mads orientadas
estan hacia el hapteno, y no hacia el carrier, la
especificidad de los anticuerpos y de las reacciones

asocliadas.

Las reacciones retardadas sistémicas siguen los
patrones de especificidad demostrados en las
reacciones intracutdneas o corneales. Los conejillos
sensibilizados a un conjugado desarrollan fiebre
cuando son probados con el carrier homélogo o el

conjugado durante la fase de reactividad retardada.

Cuando mas tarde aparecen los anticuerpos
circulantes, mayormente la introducciédn del antigeno
intraperitonealmente conduce a los signos

caracteristicos del shock sistémico retardado.
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Ademds, la desensibilizacién de la sensibilidad
retardada a un conjugado ocurre solamente cuando el
conjugado o el carrier proteico son inyectados. Sin
embargo, la desensibilizacién del tipo Arthus puede
ser inducida, tanto con el conjugado homdélogo, como

con el hapteno.

Posteriormente se encontrd que el tipo de unién
entre el hapteno y el carrier proteico influye en la
especificidad de las reacciones retardadas. De esta
manera, cuando varios conejillos fueron
sensibilizados con uno o varios conjugados
conteniendo el mismo hapteno y carrier pero teniendo
diferentes sitios de unién del hapteno no se pudo
demostrar ninguna sensibilidad cruzada o muy poca

por los test cutéaneos.

La especificidad de la sensibilidad retardada es por
lo tanto de tal naturaleza gque el tipo de unién
entre un hapteno Yy Ssu molécula proteica es

determinativo.

Se encontrdé simultaneamente que los anticuerpos gque

posteriormente aparecen estadn influidos también por
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el tipo de unidén. cCuando la especificidad de 1la
producecién de anticuerpos se examind por gel
difusién, 1la especificidad del anticuerpo se
determind no sélo por el simple hapteno sino también
por una porcidén de la unidén a la cual el hapteno

estaba ligado.

la conclusién que puede obtenerse de estos
experimentos es que existe wuna diferencia entre 1la
especificidad de las reacciones retardadas y la de
los anticuerpos circulantes pero esta diferencia no

sb6lo estd determinada por el hapteno y el carrier.

Aungue una reaccidn se orienta hacia el carrier y 1la
otra hacia el hapteno, ambas, sin embargo se
influyen por el tipo de unién. Estudios posteriores
sobre la especificidad de las reacciones retardadas
se realizaron con animales sensibilizados a albuimina
de conejille conjugada con orto-nitrobenceneazo,
metanitrobenceneazo, para-nitrobenceneazo o

benceneazo.

145



La extensidén de 1la reaccién cruzada entre los
diferentes compuestos fué apreciable. En este
sentido la posicién del grupo quimico en el anillo
de bencenc influyd en el tamafic de la reaccibn
cutanea resultante Yy consecuentemente en la
especificidad de la reaccidn. Por lo tanto, no sélo
la unién sino también el hapteno pueden influir 1la
especificidad de la reaccidén retardada o de

contacto.

La especificidad al carrier es también importante en
la induccidén secundaria del anticuerpo. Conejillos
sensibilizados a un conjugado especifico mostraron
una respuesta secundaria maAs fuerte al hapteno
cuando la prueba contenia el hapteno especifico
unido a la proteina homdéloga o© a otra con reaccidn
cruzada, mds gque cuando se trataba de una proteina
heteréloga sin reaccidn cruzada. Ademas, la
especificidad del carrier se ha visto asociada con
la induccidén de 1la tolerancia inmunoldgica en

coneijillos adultos.
La importancia de 1la especificidad al carrier

proteico ha sido ilustrada en estudios in vitro de

alergia retardada.
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Recientemente los estudios con antigenos sintéticos
han demostrado, todavia més, una especificidad
diferente de la sensibilidad retardada vy la

inmediata.

Las moléculas de bajo peso molecular pueden servir
como inductores de respuestas inmunes Yy como
desencadenantes de hipersensibilidad retardada.
Aungue los haptenos conjugados a moléculas proteicas
pequefias producen hipersensibilidad retardada contra
el carrier, en raros casos, esta sensibilidad

retardada se hace contra el hapteno.

La conclusién que puede sacarse de todo este trabajo
es que la induccidén de una respuesta retardada
requiere un diferente tipo de molécula de la gue se
requiere para la produccién de una respuesta

inmediata.
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5. ELECCION DE UN MODELO ANIMAL Y TUMORAL EXPERIMENTAL.

5.1.

INTRODUCCION

Los animales de laboratorio son un instrumento
de trabajo, siempre 4dtil y con frecuencia
indispensable, para dque los investigadores
puedan conseguir con su utilizacidn resultados
efectivos. Para gue estos resultados goze n de
la imprescindible garantia que exige la
investigacién cientifica, es necesario que la
constitucién genética de los mismos se mantenga
estable, dentrc de cada extirpe y, scbre todo,
gque se controle su equilibrio biolégico,
fisico-patoldgico ¥ sanitario. Son por
ello necesarios, animalarios , bioterios o
estanciarios en los que se crien, manejen,
utilizen y controlen los animales destinados a
servir de instrumentos en la investigacidn

biomédica.

El ratédn, como animal de laboratorio, comenzd a
ser utilizado, <con fines investigadores, a
mediados del siglo XIX Yy es, con toda
seguridad, el mas preferido en 1investigaciones
biomédicas (SAIZ MORENOQ, G. DE OSMA, & COMPAIRE,

1983) .
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En 1965, E.E.U.U. utilizdé a estos efectos, més
de 35 millones; Francia, en 1973, cerca de

tres, y Espafa,en este mismo afo, medio millédn.

Pertenece al orden "rodentia®", familia

"muridae”, género "mus".

En el ratdén, las inoculaciones subcutaneas
deben ser hechas bajo la piel de la esﬁalda;
las percutaneas, en la parte posterior de la
regién dorsal; intradérmicas, en la almohadilla
plantar; intramusculares, en el miasculo
postero - externo de la pata , Y las
intraperitoneales en 1la mitad posterior del
abdomen {SAIZ MORENO & al, 1983, citados

anteriormente).

EL RATON C57BL/6J

5.2.1. ORIGEN
El ratén C57BL fue desarrolladoe por
Little en 1921, después del cruce de una
hembra y un macho provenientes de una
ganaderia comercial en E.E.U.U.
Fue introducido en los Laboratorios

Jackson (BAR HARBOR, MAINE U.S.A.) en
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5.2.3.

1948, en la generacidn F-22;
posteriormente fue introducido en
laboratorios IFFA-CREDOC en septiembre de

1981, en la generacién F-140.

CARACTERISTICAS.

Pelaje vy ojos neqgros. Crecimiento
limitado. Talla bastante pequefa. Se
reproduce bien. Una alopecia parcial, en
placas numulares puede encontrarse en
algunos casos (Es reversible). Muy

raramente se observan dermatitis.
EVOLUCION PONDERAL

Los machos alcanzan de 25 a 30 gramos de
peso, a las 12 semanas de vida. En 1la
misma fecha, las hembras no suelen
superar los 20 gramos de peso(FIGURA-2}.

TIEMPO MEDIO DE VIDA

Su vida es 1larga, siendo utilizado

inclusoe en estudios de gerontologia.
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DESDE EL NACIMIENTO HASTA 12 SEMANAS
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GRAMOS
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—— MACHOS —+— HEMBRAS

FIGURA Il.- EVOLUCION PONDERAL DEL RATON
C57BL/6J. (Cedida por Lab. Jackson)



.2,

2.

El tiempo medio de vida es de 790 dias,
para las hembras, y de 840 dias para los

machos (TABLA -I - ).
PATOLOGIA ESPONTANEA

Susceptible de desarrollar lesiones
ateromatosas de la aorta después de 20

semanas de alimentacién rica en grasas.
CAMPOS DE UTILIZACION

Ampliamente utilizado como cepa de
referencia en diferentes campos de
investigacién : cultivos celulares,
hematologia, quimioterapia del cancer,
radiacidén, mutacidén; muy sensible a 1la

inoculacién del bacilo tuberculoso

(MANUEL TECHNIQUE : ANTMAUX DE
LABORATOIRE ~ LABORATOIRE IFFA CREDO,
1987) .

5.2.6.1. Cancerologia
* Tumores espontdnecos e inducidos :
Una amplia gama de tumores se desarrolla

en las cepas puras de ratones.
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MACHOQOS HEMBRAS
GOODRICK 827d. & 34 818d. + 21
4‘
KUNSTYR et
LEUENBERGER
1975 878d. + 10 794d. + 6
CURTIS 1971 VIDA MEDIA: 600 DIAS

—

TABLA |- TIEMPO MEDIO DE VIDA

(Cedida por Lab. IFFA CREDO)



En vista del cada vez mayor Yy mas
profundo conocimiento del genoma del
ratén, las cepas puras de estos animales
representan "instrumentos" Gnicos para
estudiar la biologia del cancer y aclarar

los papeles de 1la herencia vy el medio

é ambiente en 1la génesis de los tipos

individuales de tumores.

. El1 ratén C57BL/6J es sensible a la

- induccién de tumores subcutdneos por

3-metilcolantrenc.Existe, asi mismo, una

~incidencia elevada de linfomas después
- de la administracidén " per os" de

?3-metilcolantreno.

' * Tumores transplantables :

'El ratén C57BL/6J es el modelo

%recomendado para el transplante de 1los
ésiguientes tumores :

'~ Adenocarcinoma mamario BW 10232,

carcinoma pulmonar de Lewis.

- Melanoma By,

- Leucemia mieloide C 1498.
Todos estos tumores estan bien
establecidos y han sido ampliamente

utilizados en investigacién oncolégica.
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GATENBY, en 1980 (citado en Manuel
Téchnique de Iffa Credo), establecid que
el ratén C57BL/6J es un buen modelo
animal para trabajos de inmunoterapia
con coynebacterium parvum, en melanomas

B .

5.3. EL MELANOMA 315

5.3.1.

INTRODUCCION

El concepte de progresién tumoral
elaborado por FOULDS (FOULDS, 1954),
tiene en cuenta que en muchos tumores
humanos y en algunos tumores animales
inducidos por carcindgenos, el proceso
neoplasico puede haber comenzado mucho
tiempo antes y haberse desarrollado por
progresiones graduales o en determinados
momentos. Durante la etapa pre-maligna o
en el periodo pre-invasivo, suele
existir una larga etapa de progresién
tumoral. Esto lleva a preguntarse si, en
este aspecto, los modelos experimentales

son apropiados o no.
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Esta claro que muchos tumores
transplantables del ratdén, causan la
muerte del animal en un espacio de
semanas. Muy pocos tumores humanos matan
a su portador en ese periodo de tiempo
{(FIGURA - 3}. Con todo, la cinética de
la respuesta inmune a los antigenos

tumorales es similar en el ratén y el

hombre (LEYVA, F., 1983, citado
anteriormente).
El interés y las controversias

desencadenadas sobre la utilidad de uno
u otro modelo experimental tumoral, se
han reflejado, en los trabajos por
separado de HEWIT Y RAPP (HEWIT, 1879;
RAPP, 1979). A pesar de las
discrepancias, ambos autores coinciden,
en sefialar, que los tumores
transplantados singénicamente Y
derivados de tumores originariamente
esponténecs o desarrollados en cepas de
ratones de baja incidencia, serian 1los
modelos mads apropiados para proporcionar
informacién Gtil en la investigacién

onceoldgica basica y aplicada.
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RATON

HOMBRE

RATON

HOMBRE

ANTI-ANTICUERPOS
RESPUESTA DE

ANTICUERPOS

INMUNIZ ACION 50 100 1 2 3

RESPUESTA DE
= ANTICUERPOS
I
INMUN!Z ACION 50 100 1 2 3
DETECCION . MUERTE
50 100 1 2 3
DETECCION
INOCULACION 50 100 1 2 3
DIAS AROS
FIGURA Iil.- COMPARACION ENTRE EL RATON Y EL HOMBRE EN

CUANTO A LAS DIFERENCIAS ENTRE LA DURACION DEL

TUMOR Y EL TIEMPO ENTRE LA INDUCCION Y LA MUERTE
POR EL TUMOR. {SEGUN LEWIS & Al)



5.3.2.

El transplante continuado de un animal a
otro, no obstante, casi inevitablemente
desembocar& en un indice de crecimiento
mas rapido, pérdida de la diferenciacidn
histolégica vy funcional Yy en la
disminucién de la especifidad de cepa

(MURPHY, 1966)

CARACTERISTICAS

El melanoma B es un tumor sdlido no
linfoide, originario espontaneamente del
ratén C57BL/6J, por lo dgque cumple, al
menos desde el punto de vista
anteriormente mencionado, los requisitos

adecuados para nuestro trabajo.
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VII - TRABAJO EXPERIMENTAL
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A. ESTUDIO CLINICO-HISTOLOGICO, EVOLUCION Y

ESTUDIO NECROPSICO EN DIFERENTES ETAPAS DEL

MELANOMA By (LINEAS TUMORALES F, Y _Fy )

INOCULADO EN EL RATON CS57BL/6J.
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1.

INTRODUCCION

En este trabajo estudiamos diversos aspectos del
melanoma B,, transplantado en su portador singénico,

el ratdn C57BL/6J.

En primer lugar estudiamos los parémetros clinicos

(crecimiento y mortalidad del melanoma By ). En
sequndo lugar se estudian los parametros
histolégicos del tumor y de sus metéstasis a 1o
largo de su evolucidén. Finalmente se evaldan los
cambios generales necrdpsicos ocurridos, en diversos
érganos‘de los animales portadores de tumor y en el

tumor.

ESTUDIO CLINICC DEL MELANOMA Bqg

2.1. MATERIAL Y METODOS

2.1.1. ANIMALES
Se utilizaron ratones C57BL/6J(FIGURA-4)
Los animales se obtuvieron inicialmente
de los laboratorios IFFA CREDO
(L'ARBRESLE FRANCIA) y posteriormente se
mantuvieron en el Servicio de

Medicina y Cirugia Experimental
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FIGURA ~IV - RATON C57BL/6J DE 5 SEMANAS DE EDAD EN

APARENTE BUEN ESTADO DE SALUD

("ADORMILADO"™ CON ETER)
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del Hospital Universitario San Carlos.

Los ratones utilizados han sido machos y
hembras,entre 4 y 6 semanas de edad, con
aparente buen estado de salud cuando se
iniciaron los experimentos. Cuandoc fue
necesario sacrificar 1los animales, se
anestesiaron previamente con éter,
siendo sometidos a continuacién a
toracotonia, puncién cardiaca y

exanguinacién.

2.1.2. TUMORES

El melanoma B, fue proporcionado por el
Dr. Leyva y Cobidn (C.E. Ramdén y Cajal.
MADRID. ESPANA) y por el Dr. Vidal
Vanaclocha (Universidad del Pais Vasco.

ESPANA) .

Las inoculaciones tumorales se hicieron
subcutdneamente con distintas
concentraciones de células tripsinizadas

y viables,
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CULTIVO DE CELULAS TUMORALES IN VITRO.

2.1.3.a. Crecimiento del tumor in vitro.
Se utilizé medio RPMI{(FLOW LABORATORIES-
REFERENCIA 1260249 Scotland,Reino Unido)
suplementado con 5% de suero de ternera
fetal (STF) (Flow Laboratories).

Se mantuve en frascos de cultivo de 50
mililitros, en estufa de CO,. Cuando el
fondo del frasco presentaba una capa
uniforme de células se realizaba un
“"pase",

Para ello se afiadia Edta-Tripsina (Flow
Laboratories) en proporcién de unos 10
ml por frasco de 50 ml; se dejaba
durante 10 minutos en la estufa de CO, y
a continuacién se "golpeaba" para
despegar las células tumorales. Tras
varios lavados con solucidén salina
balanceada de Hanks (HBBS) o con
RPMI-hepes se contaban las células y se
ajustaban a la concentracién de 1 x 10°
células/ml en RPMI suplementado con 5%
de suero de ternera fetal (STF),
pasandolas a continuacién a nuevos

frascos.
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2.1.3.b. congelacidn. Una parte de las
células tumorales se pasaron a STF al
que se le afiadid previamente
Dimetilsulféxido {DMSOQ) (SIGMA
Laboratories) al 5%. Se ‘1llevaron a
concentraciones de 20 x 10% células/ml y
se distribuyeron en viales de
congelacién, 1 ml/vial. A continuacién
se introdujeron en cajas de poliestireno
y estas se llevaron a congelador a - 807
C.

Se mantuvieron asi 24 horas y luego 1los
viales se pasaron a congelador de
nitrégenoc liquido. Para descongelarlos y
utilizar de nuevo las células fue
suficiente con calentar el vial en bafio
a 37° c.

Una vez descongelado, el contenido se
lavé rapidamente unas 4-5 veces en HBBS
o RPMI-hepes y a continuacidn se pasaron
las células a RPMI suplementado con 5%
de STF, ajustédndolas a la concentracidén
deseada (1 X 10° células/ml) y

pasédndolas a frascos de cultivo.
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2.1.3.c. Preparacién de las suspensiones
de células tumeorales.
Para preparar las suspensiones de
células tumorales a las distintas
concentraciones utilizadas en la
experiencia, se despegaron las células,
segiin el método descrito en 2.1.3.a., se
lavaron varias veces, para eliminar 1los
restos de tripsina y se ajustaron a 1las

concentraciones deseadas en RPMI-1640.

2.1.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

Se hicieron 2 grupos : A y B. El grupo A
estaba compuesto de 6 lotes de 10
ratones cada uno y el grupc B lo
componian un total de 20 ratones
distribuidos en 2 lotes. Los distintos
lotes, de ambos grupos, fueron
inoculados con distintas concentraciones
de células tumorales tripsinizadas vy
viables, tal como se refleja en las
FIGURAS 5 y 6. Para la inoculacién de
los lotes del grupo A se emplearon
células de melanoma By , linea tumoral F,
(proporcionado por el Dr. LEYVA Y

COBIAN) vy para la
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CONCENTRACION
N | DIA DE
CELULAS TUMORALES
- % scC .e
GRUPO: | | 10 0 e S 5x10*
¥ osc .
GRUPO:I | 10 0 R S 10x10
k SC -» 4
GRUPO:Il | 10 0 e S 20x10
% osc
GRUPO: IV | 10 0 R S 30x10"
| % Sc LA
GRUPO: V | 10 0 Sl 50x10 "
% SC ww
GRUPO: VI |10 | © e Sl 2x10°

* N= NUMERO DE RATONES
++ SC= SUBCUTANEA

FIGURA V.-

PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA ESTUDIAR LOS

PARAMETROS CUANTITATIVOS (CRECIMIENTO Y MORTALIDAD)
DEL MELANOMA B16/F1 EN SU PORTADOR SINGENICO:
EL RATON C57BL/6J.




SC *»

CONCENTRACION

N = | DIA " B16/F10 DE
CELULAS TUMORALES
k 4
GRUPO: 1 | (10) | CERO | &% 30x10
o
GRUPO: 2 | (10) | CERO e 50X104

+ N= NUMERO DE RATONES
«+» SC= SUBCUTANEA

FIGURA VIL- PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA ESTUDIAR
LOS PARAMETROS CUANTITATIVOS (CRECIMIENTO Y MORTALIDAD)
DEL MELANOMA B16/F10 EN RATONES C57BL/6J.




2.2.

inoculacidén del grupo B se emplearon
células de melanoma By , linea tumoral

Fi¢ (proporcionade por el DR. VIDAL).

RESULTADOS.

El tumor fue palpable en todos los ratones de
ambos grupos, excepto en uno de ellos,
perteneciente al lote del grupo A inoculado con

S ¥ 10 células tumorales viables.

Las FIGURAS 7 y 8 muestran, respectivamente, la
mortalidad expresada en porcentajes en funcidn
del tiempc en ambos grupos.

En la TABLA II se expresan los parametros de
crecimiento tumoral y mortalidad en los ratones
del grupo A, inoculados con 2 X 10® células

tumorales.

En los ratones del grupo A, inoculados con
distintas concentraciones de células de
melanoma By /Fy, los tumores (FIGURA-9) no se
ulceraron nunca, alcanzando un tamafio, en 1la
mayoria de los casos, de 4 cms a los 30 dias de

evolucidn(FIGURA-10).En el grupo B, los tumores
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MORTALIDAD %

100

7 14 . 21 28 35 DIAS

. 2><1064
+60x10"| CELULAS TUMORALES VIABLES
+ 5x10

FIGURA VIl.- MORTALIDAD EN RATONES C&67BL/6J
INOCULADOS EL DIA CERO CON MELANOMA B16/F1



MORTALIDAD %

100

7 14 21 28 a5 OIAS

4
+ H50x10

4 GELULAS TUMORAILES VIABLES.
m 30x10

FIGURA VIil.- MORTALIDAD EN RATONES C57BL/6J
INOCULADOS EL DIA CERO CON MELANOMA B16/F10



NUMERO TOTAL DE 10
RATONES UTILIZADOS |
EDAD AL INICID 4-6 SEMANAS |
DISTRIBUGION POR MACHOS | HEMBRAS |
SEXOS S S
REGRESION DEL TUMOR 0 0
TUMORES NEGATIVOS 0 0
TUMORES POSITIVOS 5 5
mst ++ + SD (dias) 26’40 + 2'96 30’60 * 3'40

+ SD= DESVIACION CUADRATICA MEDIA
«+ mst= TIEMPO MEDIO DE SUPERVIVENCIA

TABLA l.- PARAMETROS DE CRECIMIENTO TUMORAL Y MORTALIDAD 5
EN RATONES C57BL/6J INOCULADOS EL DIA CERO CON 2x10

CELULAS DE MELANOMA B16.



FIGURA - IX - RATON C57BL/6J (07 10 SEMANAS DE EDAD)

FIGURA

X -

INOCULADO EL DIA CERO CON 2 x 10° CELULAS

DE MELANOMA By /Fy .

30 dias de evolucidn. Es visible el gran

tamafio alcanzado por el tumor.

MELANOMA Bjy /Fy EXTIRPADO DE UN RATON

C57BL/6J A LOS 30 DIAS DE SER INOCULADO

CON 2 X 10° CELULAS TUMORALES.

Tamafio 4 cms. Peso 13 grs.

174






se ulceraron en un 30% de los casos
{FIGURA 11) vy el tumor alcanzdé los 3 cms
de tamafio, generalmente, antes de 1los 25
dias de evolucién (FIGURA-12)

No existidé ninguna regresién espontanea
de la tumoracidn. El crecimiento tumoral
resultd ser mds lento en aquellos ratones
inoculados con menor concentracién de
células tumorales. En cualquier caso, el
tumor fue palpable entre los 7 y 18 dias
de la inoculacién.

El tiempo medio de supervivencia varié
ligeramente de unos lotes a otros,siendo
mayor cuanto menor fue el namero de
células tumorales viables inoculadas.En

ningin caso fue superior a los 35 dias.

COMENTARIO.

En los estudios realizados, comprobamos
gque el melanoma By es una neoplasia
facilmente transplantable en su portador
singénico. Con la técnica utilizada de
implante subcutdneo de una suspensién de
células tumorales, hemos consequido un
crecimiento tumoral cercano al 100%'.
Este porcentaje de crecimiento es similar
al obtenido por otros grupos de
investigadores, gque wutilizan 1la misma

técnica.
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FIGURA - XI - RATON CS57BL/é6J (di 9 SEMANAS DE EDAD)

FIGURA

-XII -

INOCULADO EL DIA CERO CON 2 X10° CELULAS

DE MELANOMA Bis [Fip . 25 DIAS DE

EVOLUCION.

Obsérvese la ulceracién del tumor

MELANOMA B /Fio EXTIRPADO DE UN RATON

C57BL/6J A 1LLOS 25 DIAS DE SER INOCULADO

CON 50 X 10* CELULAS TUMORALES.
S8on mAs evidentes las &reas necrdticas,

que en el melanoma de la FIGURA - X -.
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Asi LEYVA con la misma técnica obtiene el
100% de crecimiento tumoral
(LEYVA,1983,citado anteriormente),
VICENTE & al obtienen el 99% de éxitos

(VICENTE & al,1988).

Los parametros de crecimiento tumoral vy
mortalidad son similares a los resehados
por otros autores (LEYVA, 1983, citado
anteriormente, GOMEZ & al, 1987), si bien
estos autores difieren, entre ellos, en
el tiempo en dgque el tumor se hace
palpable, ya que mientras que GOMEZ & al
sostienen gue el tumor es palpable entre
siete vy diez dias después de la
inoculacién, nosotros coincidimos con
LEYVA en que el tumor puede hacerse
palpable mas tardiamente. La
discondancia, probablemente obedece a 1la
concentracidn de células tumorales
viables inoculadas en cada caso.

Hemos encontrado ulceracidn del tumor, en
un 30% de los mismos, pertenecientes a la
linea By /Fy , lo que difiere de lo
resefiado por otros autores, en cuanto a
gue el melanoma By en ningin caso se
ulcera (BERTALANFFI, 1984, YAMADA, 1985;

GOMEZ & al, 1987, citado anteriormente).
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La diferencia probablemente estribe en
que estos autores en sus trabajos
probablemente han wutilizando 1linea de
melanoma By /F, en la que nosotros
tampoco hemos encontrado ulceracidn
tumoral.

La muerte del animal sobreviene entre 1la
quinta y séptima semana después de la
incculacidn tumoral, no scbreviviendo
ningdn ratén mas alla de dia 35.

3.ESTUDIO HISTOLOGICO DEL MELANOMA B,, Y DE 8SUS

METASTASIS EN DIFERENTES ETAPAS.

3.1. INTRODUCCION.

Con el objeto de estudiar los cambios
histolégicos del melanoma By en sus-dos lineas
F, vy F se procedid al estudio histolégico
sistemdtico, de todos los tumores. Asimismo en
animales elegidos al azar, en distintas fases
evolutivas, se estudiaron histolégicamente los
pulmones y ganglios con el fin de evidenciar la
posible existencia de metastasis.

3.2. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS EMPLEADOS.

Para la obtencidn del tumor se anestesid al
ratén con éter, incidiendo a continuacidén 1la
zona de localizacidn del melanoma, liberadndolo y

suturande la zona.
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En los animales seleccionados para estudio
histolégico de pulmones y ganglios linf&tico,
se procedid a su sacrificio, realizando a
continuacidén toracotomia, liberacién de 1los

érganos mencionados y extraccién de los mismos.

PROCEDIMIENTOS HISTOLOGICOS RUTINARIOS.

El tumor vy los o6rganos extraidos fueron
procesados rutinariamente en el Laboratorio de
Histopatologia Cutéanea {DEPARTAMENTO de
DERMATOLOGIA, HOSPITAL UNIVERSITARIO SAN

CARLOS. MADRID ESPANA).

ESTUDIO HISTOLOGICO DEL MELANOMA By

El estudio histoldgico del melanoma By a 1o
largo de su evolucidén muestra una imagem histo-
légica "igual" a la del melanoma humano FIGURAS
13 y 14). Las areas necrdoticas son evidentes vy
van en aumento a lo largo de la evolucidn tu-
moral. Obsérvese en las FIGURAS 15 y 16, en las

que se muestran a mas detalle las imagenes
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FIGURA

FIGURA

-XIII - IMAGEN HISTOLOGICA FANORAMICA DE UN

=-X1iv -

MELANOMA By /Fq .

Observen las etapas de transformacién
necrdética de los melanocitos. En la

zona superior se observan melanocitos
“vivos", en la zona inferior se
evidencian claramente zonas de necrdsis
y entre ambas son visibles células en
las gque se inicia el proceso de

necrosis.

IDEN A - XIII - DE UN MELANOMA By /Fy .

Mayores &reas de necrdsis gque en 1la
FIGURA anterior. Se pueden observar un
buen ntimero de vasos sanguineos en las

zonas necrbticas.
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FIGURA - XV -

FIGURA -XVI -

LA IMAGEN HISTOLOGICA DEL MELANOMA By /K

A MAS DETALLE.
Notese 1la poca presencia de pigmento

mel&nico.

LA IMAGEN HISTOLOGICA DEL MELANOMA

Bis_ /Fo A MAS DETALLE.

La presencia de pigmento meldnico, aunque
escasa, es m&s abundante dque en el

melanoma anterior.
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histoldégicas de los melanomas de las FIGURAS 13
y 14, como la presencia de &reas necrodticas es
mayor en el melanoma de las FIGURA 14 y 16
imAgenes correspondientes a un tumor de 32 dias
de evolucién, gue en el de las FIGURAS 13 y 15,
imagenes correspondientes a un melanoma de 25

dias de evolucién.

En la imagen histolégica de la FIGURA 13 son
claramente diferenciables las etapas de
transformacién necrética de los melanocitos. En
la zona superior de 1la imagen se observan
melanocitos "vivos"™, mientras gque la zona
inferior muestra claras 2zonas de necrosis Yy
entre ambas es visible una zona intermedia, en
la que se estd iniciando la necrosis.

Ambos tumores presentan poca melanina, si bien

es mAs manifiesta en el tumor de la FIGURA 14.

ESTUDIO HISTOLOGICO DE LAS METASTASIS DEL

MELANOMA B .

En contadas ocasiones se encontraron metastasis

pulmonares, Yy poco mas frecuentemente

encontramos adenomegalias metastasicas.
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Las FIGURAS 17 y 18 muestran las imagenes
histolégicas de un ganglio linfatico
metastatizado.

Las FIGURAS 19 y 20 nmuestran las imagenes

histélogicas de un pulmén metastatizado.

COMENTARIO,

La presencia de grandes &reas de necrosis en el
melanoma B podria hacernos pensar, en que
tales focos necrdticos pudieran ser el
resultado del rapido crecimiento tumoral y de
fallos en 1la vascularizacién del mismo;sin
embargo, hemos encontrado &reas necroéticas
vascularizadas (En la FIGURA 14 se pueden
observar un buen ndmero de vasos sanguineos en
las zonas necréticas), lo gque lleva a suponer
que ciertas necrosis sean consecuencia de un
fenémeno de respuesta inmunitaria por parte del
huésped, ya que los estudios histoldgicos
muestran una disminucidn del infiltrado
mononuclear a lo largo de 1la evoluciédn del
tumor. A pesar de esta respuesta inmune del
huésped, el tumor continua creciendo y mata a

su portador.
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FIGURA ~ XVII - IMAGEN HISTOLOGICA PANORAMICA DE UN

GANGLIO LINFATICO, METASTATIZADO POR
MELANOMA By /Fy .

FIGURA ~ XVIII -~ IMAGEN HISTOLOGICA DEL GANGLIO

METASTATIZADO A MAS DETALLE.

S8e pueden observar melanocitos

neoplasicos.
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FIGURA - XIX -%IMAGEN HISTOLOGICA DEL CORAZON DE UN

- RATON C57BL/&J Y DEL PULMON

3HETASTATIZADO POR MELANCMA Bjs /F1 .

FIGURA - XX - ?DETALLE DE LA METASTASIS PULMONAR, DE LA

'FIGURA - XIX -.

190






El potencial metastdsico del melanoma B es
escaso, tal como ha sido puesto de manifiesto
por otros autores (MAEKAWA, 1970). Existe
acuerdo en la literatura en ia presencia,
escasa, de metistasis en pulmones de ratones
C57BL inoculados con melanoma By ; sin embargo
existen fuertes discrepancias, en cuanto a si
las adenomegalias pigmentadas, que se
encuentran en estos ratones, corresponden : A
la activacidén defensiva del sistema inmune del
huésped, como sostienen VICENTE & al (citados
anteriormente), ya que en sus estudios
histoldgicos, de las adenomegalias de ratones
con By , encuentran dnicamente acGmulos de
melandéfagos, sin presencia de melanocitos
neoplasicos o si por el contrario son
verdaderas adenomegalias tumorales como
sostiene SUGIURA (SUGIURA, 1948). Nuestros
estudios apoyan la hipétesis de SUGIURA, ya que
como hemos resefnado anteriormente las imagenes
histolégicas de las adenomegalias estudiadas

muestran melanocitos neopléasicos.
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4.1.

ESTUDIO NECROPSICO.

INTRODUCCION.

Se evaluan los cambios macroscépicos,
gravimétricos e histopatolédgicos ocurridos en
los siguientes 6rganos de animales portadores
del melanoma By : timo, Dbazo, ganglios
linfaticos, pulmones, rifiones, pancreas,

higado; asi como en el tumor.

PROCEDIMIENTOS UTILIZADOS.

De forma rutinaria, en animales escogidos al
azar de los protocolos experimentales, gque
tuvieron una muerte espontdnea por su proceso
maligno, se practicdé un estudio necrdpsico. Se
extrajeron los érganos mencionados en 4.1. y el
tumor, siendo todos elles debidamente
procesados y evaluados. Se compararon con
animales control, de la misma edad, que fueron
sacrificados, siendo procesados a continuacidn

sus 6rganos y evaluados.
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4.3'

RESULTADOS.

En el estudio necrépsico se observé gque los
ganglios linfaticos regionales no
metastatizados, tenian unos valores similares a
los de los controles normales. El estudio
histolégico de los mismos no reveld
alteraciones (FIGURAS -~ XXI , XXII).

El estudio histoldégico de pulmones no
metastatizados no mostré alteraciones
significativas (FIGURA XXIII).

El estudio del timo reveld una disminucién del
tamafic del mismo en comparacién con los ratones
control, pero no se evidencid ninguna
alteracidn histoldgica como se observa en la
(FIGURA - XXIV).

El bazo aumenté significativamente de tamafio,
llegando en muchos casos a pesar el doble que
en los ratones control. No se evidenciarén
alteraciones histol6gicas (FIGURA XXV).

El estudio histolégico del rifibn, en animales
portadores del tumor mostrd una discreta
glomerulonefritis proliferativa. En ningGn caso
se evidenciaron metéastasis renales (FIGURA XXVI
y XXVII).

El estudio histoldgico del higado fue

considerado normal (FIGURA - XXVIII).
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FIGURA - XXI -~ IMAGEN HISTOLOGICA DE UN GANGLIOC NORMAL,

EN UN RATON C57BLZGJ INOCULADO CON
MELANOMA By /Fy .

FIGURA - XXII - LA FIGURA - XXI - A MAgs DETALLE.
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FIGURA -~ XXIII - IMAGEN HISTOLOGICA DEL CORAZON Y

PULMON DE UN RATON C57BL/6J INOCULADO

CON MELANOMA By /Fy .

No se observan ningGn detalle gue

revele anormalidad en ambeos drganos.
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FIGURA - XXIV - IMAGEN HISTOLOGICA PANORAMICA DEL TIMO,
DE_UN RATON C57BL/6J INOCULADO CON

MELANOMA By . TOMA NECROPSICA.

No hay datos de anormalidad.

FIGURA - XXV - IMAGEN HISTOLOGICA PANORAMICA DEL BAZO DE

UN RATON C57BL/6J INOCULADO CON MELANOMA

Bis . ESTUDIO NECROPSICO.

No se observan alteraciones.
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FIGURA - XXVI - IMAGEN HISTOLOGICA DEL
ESTUDIO NECROPSICO DEL RINON DE UN
RATON CS57BL/6J INOCULADO CON MELANOMA

Bis .

FIGURA - XXVII - LA IMAGEN ANTERIOR A MAS DETALLE.
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FIGURA - XXVIII ~ IMAGEN HISTOLOGICA PANORAMICA,

CORRESPONDIENTE AL ESTUDIO NECROPSICO

DEL HIGADO DE UN RATON CS57BL/6J

INOCULADO CON MELANOMA B .

No se evidencian alteraciocnes.
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4.4.

COMENTARIO.

Este estudio pone de manifiesto = 1la
esplenomegalia que acompafia al crecimiento
tumoral,lo cual es un fenbmeno bien establecido
en la literatura (BARUAH, 1960; OLD, CLARKE &
al, 1960).

Est4 también establecida la adenomegalia, como
fen6meno acompafiante del crecimiento tumoral
(HOMBURGER, 1948; ANDREINI, DRASHER & al, 1955;
SYMES, 1965). El que en nuestros estudios no se
evidencie, obedece probablemente a que las
adenomegalias no tumorales, son una respuesta
del sistema inmune al tumor, en las fases
iniciales y medias del mismo y la involucién en
su tamafio aumentado ocurriria en las fases
finales del mismo. |

La glomerulonefritis proliferativa encontrada
en el rifién, es debido probablemente al
depbésito de complejos inmunes en los rificnes en
relacién con 1la evolucién del tumor  (LUMENG,
1966; QLDSTONE, 1975). Es muy poco probable que
este depésito de complejos inmunes renal sea
debido a una enfermedad por complejos inmunes
esponténeos y debido a la edad, ya que nuestros
animales comenzaron los experimentos siempre

entre 4 y 6 semanas de edad.
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B. INMUNOTERAPIA DEL MELANOMA MALIGNO
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1. INTRODUCCION.

Tal y como hemos sefialado -en la revisién
especifica, efectuada anteriormente, la
inmunoterapia activa especifica en el melanoma
humano, ha sido un deseo no conseguido hasta el
momento presente, de muchos investigadores. Al
ocbservar la poca eficacia de los extractos de
melanoma autdlogos se pensé en aumentar su eficacia
mediante 1la copulacién de los extractos con
inmunégenos m&s potentes, ya sean bacterianos,
viricos o quimicos (TABLA 1III). Dentro de 1los
diversos intentos, a nosotros nos ha interesado,
particularmente, el método d; la oncolisis viral, al
cual ha dedicado gran atencidén el grupo de WALLACK &
al (citados anteriormente). Este grupo ha usado el
método, ya sefialado, en el cual la yuxtaposiciédn de
un fuerte antigeno viral a un antigeno tumoral
débil, induce una respuesta inmune intensa en este
Gltimc. Teniendo en cuenta el interés de estos
trabajos, perc basdndconos fundamentalmente, en las
ya antiguas experiencias de Burky, mencionadas con
anterioridad, en 1las que utilizando estafilococos
aureus toxina-positivos producia una autoinmunidad
en el cristalino de conejos, tratamos de proponer
una linea de investigacién en inmunoterapia del

melanoma maligno.
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INMUNOESTIMULANTES NO ESPECIFICOS

Micobacterias (BCG, PPD, MER)
Corynebacterium parvum

Listeria monocytogenes
Corynebacterium granulosum
Bordetella pertursis

Brucella abortus

DNGCB

lLevamisole

Interferon

TABLA Ill.- éINMUNOESTIMULANTES NO ESPECIFICOS
EMPLE%DOS EN INMUNOTERAPIA ANTITUMORAL



2. ELECCION D#L GERAEN EXPERIMENTAL Y OBTENCION

DEL
PREPARADO ﬁARA LA | INMUNOTERAPIA.
2.1. ELECCION DEL |GERMEN.
2.1.1% EL ESTAFILOCOCO AUREUS.
2.1.i.a. Introduccién.
Trat%ndo de reproducir, 1lo méas fielmente
posi%le, el] trabajo de Burky, mencionado
ampliamente en la revisién especifica
de este trabajo, hemos utilizado
estaﬁilococos aureus productores de toxina.
2.1.%.b. Material y Metodos.
Se Jtilizaron las siguientes cepas de
estaﬁilococos aureus productores de
toxin@s NC 05655 02 ; NC 07428 02; NC
05664% op. Las cepas fueron
propo&cionadas inicialmente por el
Servibe Central Public Healt Laboratory
National Cpllection of Type Cultures
(LONDbN NW9, bHT ENGLAND) .
Los lﬁofilizados con las distintas
cepas@ se rec¢onstituyeron con caldo de
tiogl%colato
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Para preparar el caldo de tioglicolato

Se pusieron en suspensidn 29,5 g de
palvo (bio-Trypcase,L-cistina,Glucosa,
Extracto de levadura,cleoruro sddico,

Tioglicolato sédico,agar) en 1 litro de agua
destilada. Se mezclaron cuidadosamente hasta
obtener una suspensién homogénea y se calentd
agitando.Se llevdé a ebullicién 1 & 2 minutos.A
continuacién se incubaron en estufa a 37° cC.
Una vez recuperados los microorganismos se
cultivaron en un medio agar de sangre
(Laboratorios BIOMERIEUX. MADRID. ESPANA) .
Para preparar el medic se procedié de 1la
siguiente manera : se pusieron en suspensién
40 grs, de polvo (Infusién de corazdén Yy
misculo, bio-thione, cloruro sédico, agar) en
1 litro de agua destilada. Se dejd reposar 5
minutos y se mezclé después. Se calentd
agitando frecuentemente.Se llevd a ebullicidn
1 minuto. Se repartid y esterilizéd en
autoclave a 120 ¢ durante 20 minutos (en

cantidades del orden de 100 ml).
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Después del autoaclarado, se agitaron Ilos
frascos para asegurar una destrucciédn
homogénea de los componentes del medio. E1
medio se repartid en tubos,esterilizéndolo 15
minutos a 120°C Para su utilizacién se afadid
del 5 a 10% de sangre de cordero (los
resultados son mejores cuando se utiliza
sangre de cordero, que con sangre de caballo
o de conejo, {SNAVELY & BRAHIER, 1960),
desfibrinada estéril al agar fundido estéril y
enfriado después a 45" C aproximadamente. Se
agitdé por rotacién para mezclar, evitando 1la
formacién de burbujas de aire en el agar. Se
echdé en placas Petri. Se senbrdé con las
distintas cepas de estafilococos y se incubd a
37° ¢ durante 18 a 24 horas, realizando a
continuacidén el aislamiento de colonias. A
partir de las colonias aisladas se realizd una
suspensién con una turbidez de 1 en la escala

&

de McFarland (aprox. 300 x 10 Unidades

Formadoras de Colconias = UFC/ml).
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De esta suspensiodn se realizaron 6
diluciones por cada cepa de
estafilococos; las dilﬁciones Se prepararon en
solucién salina y en cada una de 1las 6
diluciones habia respectivamente, un nfimero
medioc de UFC de 20 x 10%; 10 x 103; 5 x 10% ;
25 x 102 ; 125 x 10!, 625 por mililitro. De
cada una de estas diluciones se  inoculé
subcuténeamente 0,1 mililitros a grupos

de 4 ratones C57BL/6J {(machos y hembras,

entre 4 y 6 semanas de%edad).Los ratones
fueron reinoculados con la misma

dilucién, misma via y dosis, a las 3

semanas de la primera inoculacién.

Previamente a 1las inoculaciones se habia
"rapado” el dorso de los ratones, en un
drea de unos 5 ¢m. en cuyo centro se
efectuaban las inoculaciones, con el fin
de poder obseréar las  posibles
reacciones cuténeas en los animales
inoculados y en caso positivo proceder a

biopiar la zona "diana".
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2.1.1.c. Resultados clinicos e histoldgicos.

En aproximadamente la mitad de los ratones
inoculados, se observaron reacciones cutéaneas
del tipo de eritema, induracién e 1incluso
necrosis en el area que circundaba al lugar de
la inoculacién. En la FIGURA 29 se ilustra un
ejemplo de estas reacciones cuténeas. Después
de la segunda reinoculacidén, la intensidad de
las reacciones cutaneas, en los ratones en
que ya habian tenido lugar con 1la primera
inoculacién, se intensificaron y aparecieron
tanbién lesiones cutdneas, del tipo va
descrito, en un porcentaje de animales gue no
habian reaccionado a la primera dosis. Asi en
algunos grupos el porcentaje de ratones

afectos se elevd al 100%.

Probablemente los grupos en los que
ne se vieron afectos todos los ratones,
cbedecié a fallos en la técnica , ya

que estos grupos en los que estuvieron
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FIGURA - XXIX -~ RATON C57BL/6J, CON DORSO RAPADO, Y CON

PLACA RESULTANTE DE LA INOCULACION

PREVIA CON ESTAFILOCOCO AUREUS TOXINA

[+

Es evidente la placa necrdtica gue se
ha formado en el lugar de la

inoculacidén y zona circundante.
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ausentes las reacciones cutdneas, no se
correspondian con las menores diluciones

utilizadas.

El estudio histolégico de las lesiones
aparecidas con la primera Yy seqgunda
inoculacidén muestra en el primer caso "un
absceso" con gran presencia de "cocos", sin
reaccidén inflamatoria (no se observaba
ningin neutréfilo) ( FIGURAS 30, 31, 32) y en
el segundo caso se observa "un absceso", con
ciertas Areas neocroticas, con gran presencia
de cocos. En este caso se evidenciaba la

presencia de neutréfilos. (FIGURA 33)

En ningunce de 1los dos casos se observaron
células plasmdticas (inmunidad humoral) ni
linfocitos (inmunidad celular}.

2.1.1.d. Comentario.

La nula respuesta inmunitaria celular,

encontrada en los ratones inoculados con las

distintas cepas y diluciones de
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FIGURA - XXX - IMAGEN HISTOLOGICA DE LA BIOPSIA
PRACTICADA EN LA Z0ONA INOCULADA CON

ESTAFILOCOCO AUREUS TOXINA +. 7 DIAS

DESPUES DE LA INOCULACION.

S8e observa un abceso, con pelos de color
negro, como el agabache, dentro del

mismo.

FIGURA - XXXI - IDEM A LA FIGURA - XXX - A MAS DETALLE.

Es objetivable la presencia de
bacterias, "cocos".
No se evidencia reaccidén inflamatoria,

no observéndose ningGn neutrdéfilo.
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FIGURA - XXXII - LA IMAGEN DE LAS FIGURAS 30 Y 31 A MAS

DETALLE.

FIGURA ~ XXXIII - IMAGEN HISTOLOGICA DE LA BIOPSIA

PRACTICADA EN LA ZONA INOCULADA CON

ESTAFILOCOCO AUREUS TOXINA +, A LOSB

12 DIAS DE LA INOCULACION.

Se observa ya reaccién inflamatoria,
con presencia de neutrdfilos. Be
evidencian algunas Areas necréticas
en la regidén central del absceso. Hay

gran presencia de "cocos".
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2.1.2.

estafilococo aureus toxina-positivo, como ha
quedado anteriormente de manifiesto, nos ha
llevado a desechar la utilizacién de este
gérmen, para la preparacién de la vacuna, en
el método de inmunoterapia que m&s adelante
proponemos.

Sin dejar de resefiar gque probablemente
la copulacién del estafilococo con extractos
de melanoma Byg podria incrementar la
respuesta inmune en el portador del tumor,
hemos preferido buscar un gérmen fuertemente
inmunégeno desde el punto de vista de la

inmunidad celular.

EL CORYNEBACTERIUM.

2.1.2.a. Introduccién.

El corynebacterium parvum también

llamado corynebacterium granulosum,desde las

observaciones realizadas por PREVOT,
constatadas en los trabajos de ISRAEL Y
HALPERN {ISRAEL & HALPERN, 1972 )
esta considerado como un
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inmunoestimulante muy activo (HALPERN &
al,1964, HALPERN & al. 1966; LAMENSANS & al
1968; FISCHER & al, 1970).El1 corynebacterium
parvum ha sido ampliamente utilizado, tanto en
animales, como en humanos, en inmunoterapia
antitumoral en general ( HALPERN & al, '1973;
WOODRUFF & al 179'74; OLIVOTTO, 1974; SCOTT,
1974; FISCHER & él, 1976; RAO & al, 1977, etc)
y en inmunoterapia antimelanoma (MITCHELL &
al, 1977; PRESANT & al, 1979; TERRY, 1980;
SPITLER & SAGEBIEL, 1980; BLUME & al, 1981;

BALCH & al, 1982; BOWLIN & al, 1985).

En la TABLA 1V se recogen los distintos
modelos animales y tumorales en que se utilizd

el corynebacterium parvum.

Los efectos del corynebacterium parvum en los
caAnceres humanos graves parecen prometedores,
teniendo en cuenta ademis que la inmuncterapia
con este adyuvante esté desprovista de

toxicidad incluso a largo plazo.
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Su mecanismo de accidén en el cancer
humano no estd todavia del todo
aclarado. ;Cudles son los factores
que condicionan la accién inhibidora
del corynebacterium parvum en el
cancer?. Es dificil responder a esta
pregunta, pero estid claro que no esta
ligada dinicamente a un factor
particular. Asi lo indica el efecto
tan remarcable del corynebacterium
parvum en la enfermedad provocada por
la reaccidn injerto contra huésped,
en cuya accidén se imbrican factores

celulares, tales come la inhibicién

alogénica, la liberacién de
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TIPO
DE
TUMOR

ANIMAL

UsSo uUso
PROFILACTICO - TERAPEUTICO
SISTEMICO LOCAL SISTEMICO LOCAL

carcinoma mamario

A - strain (S)

(SMITH,1968)

(WOODRUFF,71)

{WOODRUFF,73)

carcinoma mamario CAH/He (8) {MILAR,1974) (LIKHITE,73)
carcinoma mamario DBA/2 (8) (MILAS,1968)
Sarcama C57BL (8)

{metilcolantreno)
CBAT-3 Fibrosarcoma | CBA (S) (SMITH,1972)
Leucemia Moloney CDF1 (8) (PEARSON,74)
Leucemia YC8 BALB/C (S) (HALPERN,73)

Hepatoma (etionina)

Hoodet rats (S)

(PROCTER,73)

Melanoma-Fortner's

Hamster
alogénico

(PASLIN,1974)

TABLA 1V.- USOS DEL CORYNEBACTERIUM PARVUM EN DISTINTOS
MODELOS ANIMALES Y TUMORALES (REF. BIBLIOGRAFI

S= SINGENICO

CAS)




citolisinas, la destruccidén de cé&lulas
tumorales por los linfocitos
inmunizados, etc. En la interpretacién de
los resultados terapéuticos, conviene
tener en cuenta todos estas factores
(ISRAEL & HALPERN, citados

anteriormente).
2.1.2.b. Material y metodos.

Hemos utilizado la cepa de
corynebacterium parvum CNG (134). Dicha
cepa fue proporcionada inicialmente por
el Dr. Robert Bomford (Department of
Experimental Inmunobiclogy Wellcome

Beckenham Kent BR3 3B5 England).

Posteriormente se mantuvo en la Unidad
de Microbiologia (Dra Cburt) del
Hospital Universitario San Carlos

Madrid. Espafia.

Para la reconstitucién del
microorganismo que nos fue enviado
liofilizado, hemos empleado caldo de

tioglicolato con resazurina (para su
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preparacidén se procedid como en
2.1.1.b.). A continuacidén se pasd a

medio de agar columbia y se cultivaron

en una jarra para anaerobiosis.
(Laboratorios BIOMERIEUX - MADRID -
ESPANA). La Jjarra para anaerobiosis
permitid obtener una atmosfera

empobrecida en oxigeno garantizando un
buen crecimiento del corynebacterium

(gérmen anaerobio).

La anaerobiosis se obtiene por reaccidn
catalitica del oxigeno atmosférico de la
jarra y el hidrdégeno producido por una
bolsa generadora anaerobia, "H2 + CO2"

GAS GENERATIN BOX.

Como catalizador se utilizd GASPAK
Anaercbic Jar (BECTON DICKINSON. BBL
Microbiology Systems. Cockeysville USA).
En estas condiciones, la atmésfera se
enriguece igualmente en gas carbdnico
que favorece el desarrollo de estos
gérmenes exigentes.

El proceso se realizdé como sigue :

primero se colocaron las placas Petri
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con los gérmenes en su medio de cultivo
dentro de la jarra. Segundo se introdujo
un sobre indicador, previamente abierto.
El viraje de azul a blanco indica la
obtencidén de unas buenas condiciones de
anaerobiosis, aunque para esto pueden
necesitarse varias horas. Tercero,
echamos una dosis de catalizador;
cuarto, abrimos el sobre generador "H2 +
co2", 1le afiadimos 10 ml de agua Yy
rapidamente 1lo colocamos en posicién
vertical en la jarra; quinto, se cierra
correctamente 1la Jjarra y sexto, se

colocd la jarra en la estufa a 37° cC.

El medio de cultivo wutilizado, agar
columbia, (Laboratorios BIOMERIEUX) se
prepardé poniendo 42,5 g de polvo
(bio-polytone, bio~-Lysat, bio-Myotone,
almidén de maiz, cloruro sédico, agar)
en agua destilada. Se mezcld y disolvid
calentando suavemente y agitando con
frecuencia. Se 1llevd a ebullicibébn un
minuto. Se distribuyd® y esterilizé en

autoclave 15 minutos a 118" cC.
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Después se afiadié sangre, Una vez
obtenidas colonias aisladas, se
realizaron suspensiones con una turbidez
de 1 en 1la escala de McFarland y a
continuacién se prepararon 4 diluciones,
con un nGmero medio de UFC de 10 x 10° .
5 x 109 , 25 x 102 , 125 x 101 . A
continuacién estas diluciones se
inocularon subcuténeamente, 0,1 ml, en
grupos de 4 ratones C57BL/6J (machos y
hembras, entre 4 y 6 semanas de edad)

por cada dilucién.
2.1.2.c. Resultados.

Clinicamente las reacciones cut&neas no
variaron en su morfologia de las
observadas con la inoculacién de
estafilococos, pero en este caso el
nGmero de ratoneé afectos fue del 100%.

Se biopsiaron, aleatoriamente, el 50% de

los ratones inoculados.
El estudio histolégico de las biopsias

practicadas, mostré imdgenes de absceso

’ con abundante nGmero de
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linfocitos, tal como se observa en la

FIGURA - 34

No se evidenciaron datos de toxicidad
sistémica, lo que <coincide con 1lo vya
resefiado en la literatura, tanto en

animales como en humanos (SCOTT, 1974).

Al igual que, cuando se realizaron las
inoculaciones con estafilococos, se
"rapdé" el dorsc de los ratones, en un
drea de unos 5 cm2, en cuyo centro se
realizaron las inoculaciones
subcutdneas, con el fin de leer las
posibles reacciones cutdneas y en su

caso biopsiarlas.

2.1.2.d. COMENTARTO.

Los resultados clinicos e histolégicos
obtenidos confirman el fuerte potencial
inmunégeno celular del corynebacterium
parvum. La abundante presencia de
linfocitos, observada en las histologias
practicadas, al contrario de 1lo que

ocurria cuando se biopsiaba ratones
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FIGURA - XXXIV - IMAGEN HISTOLOGICA DE LA BIOPSIA

PRACTICADA A UN RATON CS7BL/6J, EN EL

LUGAR EN EL QUE SE LE HABIA INOCULADQ

PREVIAMENTE CON CORYNEBACTERIUM

PARVUM. 10 DIAS DE EVOLUCION.

Observen el abundante infiltrado
linfocitario existente a los 10 dias

de la inoculacién del germen.
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inoculados con estafilococos, en donde
no observabamos linfocitos, parecen
confirmar la  hipbtesis de que el
corynebacterium {GNG 134) es un
inmunoestimulante idoneco para la
inmunoterapia antitumoral, desprovisto
adem&s de toxicidad sistémica cuando se
inocula subcutineamente en ratones

C57BL/6J.

2.2. OBTENCION DEL PREPARADC PARA LA INMUNOTERAPIA.

2-2.1.

MATERIAL Y METODOS.
i

La obtencién del preparado para la
inmunoterapia se realizé (siguiendo el
método de Burky) de la siguiente forma :
Se inocularon 4 ratones C57BL/6J el dia
0 con 2 x 10 cé&lulas de melanoma B16.
El dia 22 se extirparon los 4 tumores,
de sus respectivos portadores. Los
procedimientog quiriirgicos empleados
fueron los mismos qué los descritos en
el apartado 3.2.a. A continuacién se
elimind el tejido "extramelanoma" :

tejido fibroso, areas necroticas, etc.
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Posteriormente, los tumores asi
preparados, se introdujeron en agua
hirviendo durante 30". A continuacién,
se volvid a "limpiar" el melanoma,
eliminande 1las &reas necrdticas que
quedaban. Se introdujeron en 4 tubos
conteniendo, cada tuvo 20cc de "hormohe
bouillon". Los tubos se incubaron
durante 1 semana a una temperatura gue
varid desde 1la de 1la habitacidén hasta
los 37 C. Se eliminé 1 tubo que se
habia contaminado y 1los 3 restantes se
inocularon con corynebacterium parvum

(CNG, 134) .

Después de 10 dias de incubacién a 37 C
se juntd el contenide de los tubos, se
les afiadid cresol al 0,5%, se filtréd 1la
solucidén, a través de un filtro
Berkefeld V. La masa resultante se
utilizara CCmo preparado para la

inmunoterpia.
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3. INMUNOTERAPIA ESPECIFICA ACTIVA POLIVALENTE.

3.1. INTRODUCCION.

En una segunda fase del trabajo experimental,
expuesto hasta ahora, se procedera a
desarrollar un procedimiento de inmunoterapia
especifica activa polivalente, utilizando los
materiales, métodos y protocolo experimental

que se describen a continuacién.

3.2. MATERIAL Y METODOS.

Se utilizarén ratones C57BL/6J, melanoma By Y
el preparado para la inmunoterapia descrito

anteriormente.

3.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

Se proceder& de la siguiente manera, tal como
se refleja en la FIGURA 35: se haran 9 lotes de
10 ratones cada uno, machos y hembras, entre 4
Yy 6 semanas de edad y con aparente buen estado
de salud, al comienzoc de los experimentos. Los
lotes 1-A, 2-A, 3-A y 4-A se inocularan el dia

0 con 2 x10® células de melanoma Bis
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tripsinizadas y viables. El dia 10 el lote 1-A,
se inoculard con el preparado inmunoterapico,
ya mencionado, el lote 2-A con una suspensioén
de células tumorales de By; irradiadas; el lote
3-A con una suspensién de corynebacterium
parvum (CNG 134); el lote 4-A con el medio de
cultivo wutilizado para el corynebacterium
parvum. Los lotes 1-B, 2-B, 3-B y 4-B se
inoculardn el dia 0, respectivamente con : el
lote 1-B con el preparado inmunoterapico, el
lote 2-B con una suspensién de células
tumorales de By;; 1irradiadas; el 1lote 3-B con
una suspensién de corynebacterium parvum
(CNG,134), el lote 4-B con el medio de cultivo
utilizado para el corynebacterium parvum.
Posteriormente el dia 10 se inocularan los 4
lotes con 2 x10% células de melanoma Byg
tripsinizadas, y viables. EIl lote 5 se

utilizarad como control.

Se estudiaradn 1los siguientes parametros en
todos los lotes comparandolos entre ellos y
con el lote control : tiempo medio de
supervivencia, didmetro medio del tumor desde
dque sea palpable, presencia o no de metastasis

pulmonares y/o ganglionares , evoluciédn,
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cambios histologicos del tumor Yy de las
metastasis, y cambios generales ocurridos en
los diversos érganos de los animales

utilizados.

COMENTARIO.

Los datos acumulados a lo largo de este trabajo
y en la bibliografia reseﬁada permiten albergar
la esperanza de que la inmunoterapia
antitumoral utilizando corynebacterium parvum
sea Util en el tratamiento del cancer. Como con
cualgquier forma de inmunoterapia, los efectos
beneficiosos de 1la ﬁisma serin mayores cuanto
mas localizade y méAs pequefio sea el tumor
(SCOTT, 1974 citado anteriormente).

El modo de accidn del corynebacterium parvum es
similar al de la BCG, en cuanto a la actividad
antitumoral (ZBAR, 1971).

El corynebacterium parvum ha sido descrito tan
eficaz como la BCG en la reduccidn de
metastasis pulmonares en ratas (PROCTER, 1973)
y considerablemente mas efectivo en el
tratamiento del carcinéma mamario del ratén

(WOODRUFF,1973) y del melanoma en el hamster
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(PASLIN, 1974, citado anteriormente). SCOTT ha
sefialado, que si las condiciones exigen una
inyeccidén local de corynebacterium parvum en un
lugar distante del tumor, como ocurriria en la
enfermedad diseminada, se obtienen mejores
resultados mezclando células tumorales
inactivadas con corynebacterium parvum. Parece
que esta modalidad inmunoterdpica, aseguraria
el incremento o desarrollo de 1la inmunidad

antitumoral sistémica.

Teniendo en cuenta 1lo anteriormente expuesto,
creemos dque el protocolc experimental gue
proponemos sera Gtil para el estudio del
procedimiento de inmunoterapia activa
especifica polivalente, anteriormente descrito,
en melanomas By trasnplantados en su portador

singénico : el ratén CS57BL/6J.
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VIII. CONCLUSIONES GENERALES.
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El ratédén &57BL/6J es iddéneo como modelo animal, para
el transplante del melanoma B16, Ei y EW habiendo
prendido en nuestros estudios el 99 y 100% de los
tumores transplantados respectivamente.

La presentcia de tumores esponténeos de otro tipo y
de otras patologias en este tipo de ratones es

escasa (ROBERTS & al, 1976).

El melanoma Blé es un modelo experimental iddneo, ya
gue se tréta de un tumor animal autdctono primario.
Este tipo de tumores son considerados (HEWITT, 1979;
RAPP, 1979; citados anteriormente) como  buenos
modelos del c&ncer humano.

Es un tumar fdcilmente trasplantable, mediante 1la
inyeccidn subcutanéa de células tumorales viables.

(LI & al, 1984; KANCLERTZ & al, 1986).
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3.

Los tumores son palpables entre 1los 7 y 18 dias de
evolucién. Cuanto menor es la dosis de qélulas
tumorales mds tardia es la palpacidn del tumor,
lo gue estd4 en discordancia con 1lo comunicado por
otros autores (BERTALANFFI & al, 1984; GOMEZ & al.
1987; citado anteriormente) en cuanto a gque los
tumores son palpables entre los siete y diez dias
post-implante.

No existe ninguna regresidon esponténea del tumor.

En la tercera parte de los animales inoculados c¢on
BlG/% , Observamos ulceracidn de la epidermié, como
ocurre con mucha frecuencia en otro tipo de
melanomas experimentales, como el Harding-Passey en
el mismo periodo de evolucién tumcral y lo gue esté
en discordancia con lo sefialado por otros autores
(GOMEZ & al, 1987 citados anteriormente) en cuanto a
gue el melanoma B1l6 no se ulcera nunca.

El tumor mata al huésped entre la tercera y quinﬁa
semanas post-implante no scbreviniendo ningin animal

después del trigésimoguinto dia.
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5. Nuestros estudios demuestran la escasa presencia

de

pigmentacidn meldnica en este tipo de tumor. (HU,

1981).

6. Nuestro trabajo confirma la poca capacidad

metastatizante de este tumor, limitandose
'metéstasis, cuandc se producen, a pulmones
ganglios linféticos.

Las adenomegalias, gue se encuentran a lo largo

las

y/o

de

la evolucién  tumoral son, en algunos casos,

verdaderas metdstasis con presencia de melanocitos

neoplasicos y no siempre corresponden, como sefialan

algunos trabajos (SUGIURA, 1984) a manifestaciones

reactivas del sistema defensivo del huésped.
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7.

Evidenciamos en nuestro trabajo el alto poder
inmundédgeno celular del corynebacterium parvum o
corynebacterium granulosum (CNG, 134). El1 intenso
infiltrado linfocitario encontrado en las biopsias
practicadas en las placas necréticas que
sobrevinieron en los ratones a los pocos dias de la
inoculacién con distintas ' diluciones - de
corynebacterium parvum lo confirma. Esto contrasta
con la nula capacidad inmundégena celular de las

cepas de estafilococo aureus productoras de téxina.

El melanoma Byges inmunogénico. Este hecho estéa
evidenciado por el aumento de resistencia frente al
tumor en animales inoculados previamente con células
tumorales irradiadas.

La inmunoterapia no especffica con productos
bacterianos no aumenta los periodos 1libres de

enfermedad o de supervivencia.

243



Nuestros trabajos confirman la hipétesis de GATENBY
de que el melanoma Bl6 transplantado en el ratédén
C57BL/6J es un modelo experimental idéneo para
inmuncterapia con corybacterium parvum (GATENBY,

1980, citado anteriormente)

A la vista de 1lo anterior concluimos due la
inmunoterapia es un arma terapeGtica todavia en vias

de ser comprendida y utilizada positivamente.
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BCG -

al. -

IgG o IGG -
IgM o IGM -
Fc -

Fab -

IL1 -~
1.2 -
IFN - Y =
MHC -

TSA -

CTL -
LGL -

ADCC -

NK -

HLA -

TNF -

OFA -

DNCB -
PPD -

SRE -~

Bacilo Calmette-Guérin

Yy

colaboradores

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Porcidn de una Inmunoglobulina
Porcién del Anticuerpo que se combina
el antigeno.

Interleuquina - 1 -

Interleuquina - 2 -

Interferdn gamma

Ccomnplejo mayor de histocompatibkilidad
Antigeno asociado al tumor

Antigenos asociados al melanoma
Linfocitos citotéxicos

Linfocitos grandes granulares
Citotoxidad celular dependiente
Anticuerpos

Natural Killer

Antigeno de Histocompatibilidad
Citotéxicas naturales

Factor de necrosis tumoral

Antigeno oncofetal

Melanoma maligno

Dinitroclorobenceno

Derivado proteico purificado

Sistema Reticule endotelial
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IGGS -
iL -
RNA -

TPy -

Paba-Hea -
BGG -

DFB -
DNP-Hea -
MER -

STF -

HBBS -~
DMSO -

Uurc -

CNG -

Metil

Inmunoglobulinas

Interleuquina

Acido ribonucleico

Timosina alfa 4

Estafilococo

P-azobenzoatao—-albimina de huevo de gallina
Gammaglobulina de BUCY

Dinitrofluorobenceno

Dinitrofenil - albGmina de huevo de gallina
Metanol extractable residue

Suero de ternera fetal

Solucién salina balanceada de Hanks
Dimetilsulféxido

Unidades Formadoras de Colonias

Corynebacterium granulosum o parwvum.
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