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RESUMEN

El Gliobalstoma Multiforme (GBM) es la neoplasia mas comun del cerebro.
Debido a que es un tumor de dificil tratamiento por diversas razones como su
localizacién anatémica, comportamiento biolégico, sintomas producidos, etcétera, el
pronéstico para los pacientes que fo sufren es reservado, ademas de que fa terapéutica
tradicional no ha sido del todo exitosa y en muchas ocasiones demerita la calidad de

vida del paciente.

Por tales motivos, en la actualidad, la utilizacién de la inmunoterapia como
coadyuvante en el tratamiento antineoplasico esta siendo aplicada y cobra mayor fuerza
dia con dia. Dentro de esta modalidad terapéutica se encuentra el Factor de
Transferencia especifico (FTe) que ha sido empleado como agente inmunoterépico en
enfermedades infecciosas, alergias y padecimientos neoplésicos en humanos, teniendo
excelentes resultados sobre todo en las primeras afecciones mencionadas. El objetivo
del presente trabajo es evaluar el efecto del FTe en el desarrollo del Glioma C6

especialmente en el porcentaje de apoptosis, Necrosis y Volumen tumoral.

Se emplearon 40 ratas Wistar, hembras, de 12 semanas de edad y se dividieron
en 4 grupos: 1 Control (n=10), 1 con tratamiento clasico (n=10) (Carmustina: BCNU), 1
con FTe (n=10) y 1 con la mezcla de BCNU+FTe (n=10) administrados via intratumoral
(L.T). A todas las ratas se les inoculd el Glioma C6 y una vez que éste alcanzo 1.5cm®

de diametro, se comenzo con la terapia.

Se evalud el aumento del volumen tumoral, porcentaje de apoptosis y grado de
necrosis. En los resultados abtenidos, la terapia con Carmustina (BCNU) o FTe+BCNU
via intratumoral, muestran una diferencia en el volumen tumoral (p<0.035) cuando se
compara en el grupo Control. En el porcentaje de apoptosis, la terapia con FTe y
FTe+BCNU muestra una diferencia significativa de p<0.000207 y p<0.000929

respectivamente comparados con el grupo Control.



En el grado de Necrosis, se determiné una diferencia estadisticamente
significativa del grupo tratado con FTe y el grupo tratado con-Carmustina (BCNU) de
p<0.032 y p<0.017 respectivamente. El grupo tratado con FTe+BCNU no mostr6

diferencias con respecto al grupo Control.

Es probable que el Factor de Transferencia especifico (FTe) genere un perfil de
citocinas (IL-1, IL-12, IFN-y, TNF-a) que coadyuva a la citotoxicidad celular generando

Apoptosis y Necrosis (52

Se concluye que el FTe puede ser utilizado como auxiliar en el tratamiento para

el Glioma.
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1. INTRODUCCION
NEOPLASIAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La incidencia anual de tumores del Sistema Nervioso Central (SNC) oscila entre
10 y 17 por cada 100 000 personas, para los tumores intracraneales, y 1 a 2 por cada
100 00Q personas, para los tumores intramedulares; aproximadamente la mitad son

tumores primarios y el resto tumores metastasicos %

A pesar del pequefio nimero de tumores cerebrales, en comparacién con otros
mas frecuentes como tumores de colon, puimén, o mama, entre otros, la morbifidad y

mortalidad que causan en la poblacion es altamente significativa © %

Los tumores del SNC representan el 20% de todos los tumores malignos en la
infancia. En los nifilos menores de 15 afios, los tumores del SNC son, después de las
leucemias, la segunda causa de muerte debida a céncer. El 70% de los tumores
infantiles del SNC se origina en la fosa posterior, mientras que en el aduilto una
proporcion comparable de tumores se origina en los hemisferios cerebrales por encima
del tentorio. En hombres entre 15 y 54 afios de edad son la tercera causa de muerte
por cancer, y en mujeres entre 15 y 34 afios de edad constituyen la cuarta causa de
muerte debida a cancer. Predomina en el sexo masculino en razén de 2:1, y ataca

mayormente a la raza blanca ©® %

Las neoplasias del Sistema Nervioso al igual que en los humanos, son comunes
en animales domésticos. En perros, éstas ocurren con una frecuencia y variedad
similares a las de las personas. Sin embargo, estas neoplasias se han descrito con

mas frecuencia en perros que en otros animales domésticos !+ 4 3 -

Los perros mayores de dos afos de edad en razas braquicefalicas con
ancestros comunes (Boxer, Bulldog inglés y Boston Terrier) tienen la incidencia més

alta de tumores cerebrales de todos los animales domésticos, y de éstos, son los mas

1




numerosos los tumores gliales (incluidos los Gliomas no clasificados) ¢ ' % 9

Es por esto, que identificar los factores epidemiologicos, clinicos,
imagenolégicos y de tratamiento que influyen en el pronastico de estos enfermos debe
constituir un punto de partida para lograr que la calidad de vida y el tiempo de

supervivencia de los pacientes sea cada vez mayor.



1.1. Factores de riesgo ambientales u ocupacionales para neoplasias del Sistema

Nervioso Central (SNC).

Hasta hace poco, el cloruro de vinilo era el Unico producto quimico conocido que
estaba directamente relacionado con los tumores cerebrales. Sin embargo, en un
estudio reciente, se expone gue los altos niveles de exposicion al plomo en trabajos
como la fundicion de plomo, la fabricacién de baterias de plomo, la imprenta o la
industria quimica pueden provocar un posible aumento del riesgo de cancer cerebral.

Actualmente se investiga sobre los pesticidas 7 ' 2%

Por su parte, los estudios acerca de los efectos de los campos
electromagnéticos no son todavia claros. En uno de ellos se decia que los hombres en
cuyo trabajo estan expuestos a campos magnéticos tenian porcentajes mas altos de
cancer cerebral, mientras que en otro estudio mas reciente no se establecid riesgo

alguno entre los trabajadores de la industria de servicio eléctrico ®

Se ha observado una incidencia por encima de la media de los tumores
cerebrales en: trabajadores agricolas, dentistas, fiscales, personal sanitario,

soldadores, trabajadores del metal, vidrio v ceramica.

1.2. Causas de los tumores cerebrales.

a) Factores genéticos. Existe un grupo de genes causantes de la proliferacion del
cancer (oncogenes), que junto con los genes defectuosos que inhiben los tumores
(genes inhibidores de tumores) podrian desemperiar distintos papeles en el proceso

que conlleva al cancer cerebral primario ' %




b). Anomalias genéticas especificas. Hay un grupo de tumores cerebrales, como
los Glioblastomas, los Astrocitomas anaplasicos y los Meduloblastomas que son el

resultado de genes anémalos o de falta de genes:

v Por ejemplo, investigadores han descubierto un gen defectivo MMAC1 (cancer
avanzado multiple mutado) en la mayoria de los Glioblastomas (pero no en los

(14, 66).

de bajo Grado). El gen MMAC1 determina la agresividad det tumor

c) Factores heredados. Informacion genética familiar de grupos estudiados con
padecimiento de cancer cerebral, indica que los factores genéticos desempefian un

papel directo en algunos casos %"

d) Posibles causas de defectos congénitos adquiridos. Aunque parece ser que
las malformaciones genéticas tienen importancia en algunos casos, las anormalidades
genéticas que causan tumores cerebrales no suelen ser hereditarios, pero se producen
como resultado de dafios en el entorno u otros factores. Los investigadores estan
estudiando una serie de factores que podrian contribuir a la aparicién de tumores
cerebrales. Entre éstos se encuentran los siguientes: Desarrollo fetal anormal,
Defectos en el sistema inmunoldgico, Virus, Hormonas, Sustancias quimicas,

Radiacién con iones, Campos electromagnéticos * %

Los tumores cerebrales se clasifican como:

Gliomas
Tumores neuronales
Tumores poco diferenciados

Meningiomas 4 %"

Dentro de los tumores cerebrales, los denominados Gliomas son los mas

frecuentes y se dividen en Astrocitomas, Oligodendrogliomas y Ependimomas.

4



Existen varias categorias diferentes de tumores derivados de los Astrocitos,
como el Astrocitoma Fibrilar, el Glioblastoma Multiforme (GBM), el Astrocitoma
Pilocitico y el Xantoastrocitoma pleomoérfico, entre otros. Estos tumores presentan
caracteristicas histologicas tipicas, zonas de localizacion preferente en el encéfalo,
grupos de edad con afectacion tipica y una evoluciéon clinica relativamente
caracteristica ® ' En |a Figura 1 se puede apreciar la clasificacion de los tumores del
SNC.

Figura 1. Clasificacion de tumores cerebrales.
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| TUMORES POCO
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2. CARACTERISTICAS DEL GLIOBLASTOMA MULTIFORME (GBM)

2.1. Clasificacion del Glioblastoma Multiforme (GBM) segin el tipo celular y

localizacién anatomica.

Cerca de la mitad de todos los tumores cerebrales primarios surgen de células
gliales, que suelen formar el tejido conectivo o de soporte del Sistema Nervioso
Central. Existen diferentes tipos de células gliales: astrocitos; células que forman la
oligodendroglia; las células ependimales y las de la microglia. Cuando las células
gliales se vuelven malignas a partir de la transformacién neoplasica de astrocitos

(6. 53

maduros reciben en conjunto el nombre de Gliomas. Algunos Gliomas comunes

incluyen los siguientes:

1. Astrocitomas (Astrocitos)

2. Ependimomas (Células ependimales gque recubren los ventriculos cerebrales y canal
central medular)

3. Oligodendrogliomas (Oligodendrocitos, células que rodean a las células nerviosas)
4. Gliomas Mixtos {(Contienen tanto Oligodendrocitos como Astrocitos)

5. Usualmente el Glioblastoma Multiforme (Astrocitos maduros) suele localizarse en

los hemisferios cerebrales, Cerebelo, Pedunculo Cerebral o en la Médula Espinal.

Estos tumores representan aproximadamente el 80% de los tumores cerebrales

primarios del adulto principalmente en pacientes entre el 4° y el 6° decenios de la vida
(6, 14. 66).

2.2. Morfologia del Glioblastoma Multiforme (GBM).

El aspecto Macroscépico es el de un tumor que aparece parcialmente

6



delimitado del tejido cerebral adyacente; siempre existe infiltracibn mas allad de su
borde externo. El tamafio de estos tumores oscila entre unos pocos centimetros y
lesiones masivas que sustituyen a todo un hemisferio. Las variaciones en el aspecto
macroscopico del tumor en cada regién del mismo son caracteristicas. Algunas areas
son duras y blanquecinas, mientras que otras son blandas y amarillas (debido a la

necrosis tisular), y otras presentan degeneracion quistica y hemorragia © ** %

En el estudio Microscépico, el GBM se caracteriza por presentar
necrosis con un patrén en serpentina, y se observa en zonas de células tumorales muy
atipicas agrupadas a lo largo de los bordes de las regiones necroéticas, dando lugar a
un patrén histolégico que se ha denominado en pseudoempalizada ®* °®. Muestra alta
celularidad, pleomorfismo y un elevado indice mitético; aunque estas caracteristicas

pueden variar segin el grado de diferenciacion del Glioblastoma Multiforme

Se caracteriza por presentar células-con citoplasmas desde redondeados hasta
fusiformes, con bordes citoplasmaticos poco definidos, con aspecto denso o laxo
aunque pueden expresar Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP) © * - Se observa un
incremento leve o moderado en la densidad de nlcleos gliales, se observan
hipercrométicos e irregulares ademas de pleomorfismo nuclear variable y una trama de
prolongaciones astrocitarias con positividad para Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP)
que hace que el fondo del tumor tenga un aspecto fibrilar. La transicion entre el tejido
neoplésico y el tejido normal es indistinguible, y se pueden observar células tumorales

infiltrando el tejido normal a cierta distancia de la lesion principal © 3 %

Presentan algunas células en mitosis y proliferacion vascular o de células
endoteliales en forma de ovillos, estas células aglomeradas protruyen en la luz
vascular. Este fendmeno se ha asociado al factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) que es producido por los astrocitos malignos y que genera respuesta a la

hipoxia (6. 23, 38, 53, 66).



Adicionalmente pueden mostrar células gigantes multinucleadas de aspecto
bizarro y células muy anaplasicas pequenas; este Ultimo patrén morfolégico tiende a

predominar en los cuadros recurrentes &

Los esquemas de grado histologico en los Astrocitomas fibrilares tienen utilidad

clinica para establecer el prondstico y aplicar las opciones terapéuticas. ¥

Los grados de malignidad se determinan con base en las caracteristicas

microscopicas y se pueden apreciar en la Tabla 1:

Tabla 1: Grados de malignidad del Glioblastoma Multiforme (GBM).

¥ Neoplasia No presenta atipia nuclear (hipercromasia,
Astrocitica Grado | |anisocariosis y pleomorfismo), figuras mitéticas,

proliferacién endotelial y focos de necrosis coagulativa

v" Neoplasia Presenta tan sélo una de estas caracteristicas.

Astrocitica Grado |l

v" Neoplasia Presenta dos de estas caracteristicas.

Astrocitica Grado Il

v Neoplasia Muestra tres o todas las caracteristicas anteriormente

Astrocitica Grado IV | descritas.

(Segun lineamiento del Esquema de Daumas- Duport) "

El Glioblastoma Multiforme se considera un Astrocitoma Grado IV @7

2.3. Progresion tumoral del Glioblastoma Multiforme (GBM).

En la progresién de los Astrocitomas hacia mayores grados de malignidad se
produce una serie de cambios fenotipicos difusos, continuos en el tiempo, que suelen
ser un aumento en el grado de atipia nuclear y de actividad mitética. En el
Glioblastoma Multiforme, es frecuente la aparicién de focos necréticos y proliferacion

microvascular (angiogénesis) © %"



El GBM como algunos otros tumores gliales con caracteristicas histolégicas
benignas, incluyendo una baja frecuencia de mitosis, uniformidad celular y crecimiento
lento, pueden infiltrar grandes regiones del encéfalo, causando déficit clinicos graves y
un muy mal pronéstico. La capacidad de extirpar quirirgicamente este tumor glial

infiltrante sin comprometer la funcién neurologica es limitada *® ' %

La localizacién anatémica del tumor puede tener consecuencias mortales con
independencia de su clasificacion histologica. El patrén de diseminacion del GBM es
diferente del que presentan otros tumores, incluso los Gliomas mas malignos no suelen

causar metastasis fuera del SNC ©& ' 5

El espacio subaracnoideo constituye una via para la diseminacién de tumores
primarios del SNC, de manera que los tumores muy anaplasicos y también los bien
diferenciados pueden diseminarse en el encéfalo y la médula espinal causando
metéstasis cuando alcanzan las vias del liquido cefalorraquideo (LCR). Esta clase de
tumores, salvo casos muy excepcionales, no dan metastasis fuera del Sistema

Nervioso Central ¢ & 1019

Para explicar este hecho se han aducido, entre otras razones, la ausencia de
vasos linfaticos en el Sistema Nervioso Central y entre éste y los demas drganos, y la

rareza de invasion vascular sanguinea por parte de un tumor neuroepitelial - * & % '*

86}.

2.4. Sintomas causados por Glioblastoma Multiforme (GBM).

Aparicidén subita y empeoramiento rapido de sintomas que incluyen dolor de

cabeza, ataques, pérdida de memoria 0 cambios de comportamiento (58).



2.5, Diagnostico de Glioblastoma Multiforme (GBM).

a). Examen neurolégico. Normalmente, la primera prueba que se lleva a cabo cuando
un paciente se queja de sintomas propios del tumor cerebral es un examen
neuroldgico. Este incluye la exploracion de los movimientos oculares, del oido, de la
sensibilidad, del movimiento muscular, del sentido del olfato, del equilibrio y, por Gltimo,
de la coordinacion. El médico también examina el estado mental y la memoria del

paciente 5101768

b). Técnicas de imagen:

v Resonancia magnética.
v’ Tomografia computanzada.
v Tomografia por emisién de positrones (PET)

v' Ofras técnicas de imagen . Escaneo con magnetoencefalografia (MEG), Puncién

lumbar (se detectarian células en en liquido cefalorraquideo), Biopsia %179

2.6. Determinacién del prondstico de sobrevida de pacientes con Glioblastoma
Multiforme (GBM).

Los porcentajes de supervivencia de pacientes con GBM dependen de distintos

factores:

v Grado tumoral, 1a tendencia a extenderse y la capacidad de crecimiento.
v Localizacién del tumor (La localizacion implica si el tumor se puede eliminar o0 no

con cirugia).
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v Edad del paciente. El pronostico es peor en los pacientes muy jovenes y en los muy
mayores, aunque los pacientes mas jovenes que sobreviven dos afios tras el
diagnéstico tiene mucho mejor pronéstico que los ancianos.

v Capacidad funcional del paciente.

v Duracién de los sintomas 5101739,

No hay relacién estadisticamente significativa entre el grado de reseccion quirurgica
y el tiempo de sobrevida. Tampoco entre el diagnéstico histolégico y la supervivencia.
La aplicacién de radioterapia y quimioterapia posterior a la cirugia influye de forma
significativa en el incremento del tiempo de supervivencia. En general, el grado de
malignidad histologica de este tumor neuroepitelial se estima en funcién de cinco

variables: heterotipia celular, mitosis,- celularidad, necrosis y proliferacién vascular a.s.
10, 17, 38).

Se distinguen cuatro grados, a los que se les ha intentado asociar una determinada
significaciéon pronostica, ésta se expresa en tiempo de sobrevida desde el momento de
hacer el diagnostico en casos con eventual reseccién quirdrgica, pero sin radioterapia

ni quimioterapia & 10173

v Grado I: sobrevida de 5 afios 0 mas; eventual curacién.

v Grado II: sobrevida de 3 a 5 arios.

Las células tumorales de bajo Grado (! y ll) estan bien definidas y tienen una
forma casi normal. Los tumores de bajo Grado suelen tener un indice mas alto de
supervivencia que los de alto Grado. Sin embargo, esto no siempre se cumple. Por
ejemplo, algunos Gliomas de bajo Grado (ll) tienen un riesgo muy elevado de

progresar & 101738
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v" Grado lli: sobrevida de 1 a 3 afos.

v Grado IV: sobrevida de menos de 1 ano.

Células tumorales de alto Grado (lll y IV) tienen formas andomalas y son mas
difusos, lo que indica un comportamiento mas agresivo. (Habitualmente requieren

cirugia, radioterapia, quimioterapia, y posiblemente tratamientos en investigacion) .56,
10, 17, 23, 38)

Los tumores formados por células de diferentes tipos, generalmente se clasifican
segun las células que existan de mayor Grado de malignidad, incluso aunque sean

muy escasas (1,5,6, 10, 17, 23, 38).

Por estas razones, las pruebas clinicas estan disefiadas para encontrar mejores
maneras de tratar a los pacientes con cancer y se basan en la informacién mas
actualizada. Identificar los factores epidemiologicos, clinicos, imagenologicos y de
tratamiento que influyen en el pronéstico de estos enfermos debe constituir un punto de
partida para lograr que la calidad de vida y el tiempo de supervivencia de los pacientes

sea cada vez mayor.
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3. TERAPEUTICA CONVENCIONAL PARA GLIOBLASTOMA MULTIFORME (GBM)

El objetivo del tratamiento del GBM, es reducir en lo posible el tumor mediante
cirugia, radioterapia, quimioterapia, o tratamientos en investigacion. Estos tratamientos

se aplican solos o, mas frecuentemente, en combinacién ©6)

El Tratamiento especifico para el GBM se basa en el principio de la
citorreduccién, empleando un abordaje multimodal que incluya cirugia, radioterapia
(utiliza rayos externos dirigidos directamente al tumor) que suele empezar una semana
después de la intervencion quirirgica y se aplica 5 dias a la semana durante 6
semanas, y quimioterapia. El paso inicial consistird en la reseccién quirargica de la
mayor cantidad posible del tumor, en la medida en que resulte segura desde el punto

de vista neuroldgico para el paciente & '* "

Después de la operacion, los pacientes deben recibir radioterapia a una dosis
tumoral completa de 60 Gy* (6.000 rad.) También debe realizarse quimioterapia con
una nitrosourea: CARMUSTINA (BCNU), 200 mg/m” |.V. c/6-8 hrs o con LOMUSTINA
(CCNU), 130 mg/m’ P.O. c/6-8 horas ® '

*Gy (Gray): cantidad de energia absorbida por cualquier tejido o substancia tras la
exposicion a radiaciones y se aplica a todos los tipos de radiacién. Un Gy equivale a
100 rad.

3.1. Carmustina (BCNU).

La Carmustina (BCNU) es una cloroetil nitrosourea y es el agente

anticancerigeno mas utilizado para el tratamiento del GBM &:7-5:10. 29
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La N-N bis (2-cloroetil)-N- nitrosourea (BCNU) tiene un peso molecular de

214.06g y su férmula estructural es:

0
1l
C1CH2CH2N-C-N-CH2CH2C1

Actla inhibiendo la reparacién del ADN vy altera la maduracién del ARN.

La Carmustina es un medicamento empleado para tratar algunos tipos de
cancer. Es activa contra Linfoma de Hodgkin y no Hodgkin, Mieloma mliltiple y

Carcinoma gastrointestinal @ 249,

Dada su capacidad para atravesar la barrera hematoencefélica, ha sido
empleada en la Leucemia meningea y en tumores primarios y metastasicos del
cerebro, con resultados promisorios ® Se ha reportado acerca de respuestas
beneficiosas en Carcinoma mamario, Carcinoma broncogénico y Carcinoma de células
renales © en regimenes con altas dosis, en asociacion con transplantes de Médula
Osea; ha demostrado también actividad contra Melanoma, Cancer de pulmén y Cancer
de colon @ *). A pesar de todo esto, existe un alto porcentaje de recidiva y el tumor se
vuelve refractario al quimico después de haberlo utilizado por tiempo prolongado.

Ademas sdlo garantiza un 70% de respuesta.

3.2. Efectos secundarios de la quimioterapia con Carmustina (BCNU).

Como los farmacos quimioterapicos pueden afectar también células normales,

los efectos secundarios son comunes. Para ayudar a contrarrestar estos efectos, se
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administra la quimioterapia intermitente durante un periodo previsto que permite que
las células mormales se recuperen entre los tratamientos. Los efectos secundarios
incluyen nauseas, vomitos, fatiga, infecciones, hemorragias y pérdida de cabello > ®
10 14, 27, 26, 44, 45. 89, pdemas de provocar alveolitis fibrosante, neumonitis intersticial,

insuficiencia renal, neuritis optica, leucoencefalopatia y mielosupresion ¢ % & 10 14. 27. 44

45, 66).

3.3. Consecuencias a largo plazo en los pacientes que sobreviven.

Ademas de los problemas de toxicidad inmediata, los tratamientos pueden tener
efectos a largo plazo en los pacientes que sobreviven. Uno de ellos, por ejemplo, es el
aumento del riesgo de tumores del Sistema Nervioso Central asi como de otros
tumores, incluyendo el Linfoma no Hodgkin y el Melanoma, tras el tratamiento sea con
cirugia o con radioterapia. Otros efectos a largo plazo quedan encubiertos por otros

tratamientos especificos © %
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4. FARMACOS EN INVESTIGACION PARA SER UTILIZADOS EN
TRATAMIENTOS DE TUMORES CEREBRALES

Una serie de farmacos que se dirigen a mecanismos especificos asociados con
el céncer cerebral estan investigandose. Las combinaciones de algunos de estos
farmacos con o sin quimioterapia estandar pueden resultar ser mas eficaces que el uso

de cualquier tratamiento solo & % 18.19.41.66)

Deberia destacarse que ninguno de estos farmacos en este momento constituye

una cura, aunque algunos estan mejorando la supervivencia:

1. Anticuerpos monoclonales “"

2. Interleucina e Interferon (8 1939
3. Vacunas contra los tumores © 28
4. Linfocitos T © % &

5. Inmunoterapia® * %

4.1. Inmunoterapia.

Actualmente se realizan ensayos clinicos con terapia biologica para tratar de
que el cuerpo combata al cancer. En esta terapia se emplean materiales producidos
por el cuerpo o fabricados en un laboratorio para impulsar, dirigir o restaurar las

defensas naturales del cuerpo contra la enfermedad © %

La terapia biolégica también se conoce con el nombre de terapia modificadora

de la respuesta biologica o inmunoterapia © &' % %%

Esta abarca la utilizacion del Factor de Transferencia especifico (FTe) que ha

demostrado extraordinarios efectos inmunoestimuladores en la involucién de ciertos
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padecimientos infecciosos, inmunomediados, asociados a hipersensibilidad y algunas
neoplasias malignas. En este ultimo grupo, el FTe ha contribuido a mantener a los

pacientes libres de enfermedad recidivante o metastasica "

4.2. Factor de Transferencia Especifico (FTe).

El FTe es un producto derivado de los globulos blancos de la sangre, y se
considera que una unidad de FTe es el producto que se obtiene de los linfocitos de
medio litro de sangre ®®. El FTe es una molécula de bajo peso molecular que se estima
alrededor de 5000 Daitones ®®: es labil en presencia de calor, pero muy estable a
bajas temperaturas, lo que permite su almacenamiento por largos periodos de tiempo

(meses o afos) a -20°C y -70°C

Ademas existe una interaccion Unica y especifica entre el FTe y el antigeno que
fue utilizado para inducirlo. Este FTe se obtiene en esterilidad estricta; y una vez que
los leucocitos han sido lisados, se hace un extracto que luego es sometido a una
dialisis extensa y el producto resultante que pasé por la membrana de dialisis es lo que
constituye el FTe, el cual puede ser liofilizado ® El FTe se ha utilizado clinicamente
como un agente inmunoprofilactico o inmunomodulador en diferentes padecimientos,

datos que se resumen en la Tabla 2:

4.3. Enfermedades en las que el Factor de Transferencia ha tenido efectos

terapéuticos.
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Tabla 2.

1. INMUNODEFICIENCIAS SEVERAS
A). DEFECTOS CONGENITOS
¢ Sindrome de Wiskott- Aldrich

¢ Ataxia telangiectasica

¢ Sindrome de Inmunodeficiencia Severa

Combinada

¢ Sindrome parcial de Di Giorge

¢ Disgammaglobulinemia con defectos en

inmunidad celular

2. ENFERMEDADES INFECCIOSAS

A. MICOTICAS ¢ Candidiasis mucocutanea
crénica

¢ Histoplasmosis diseminada

¢ Coccidioidomicosis

diseminada

B. VIRALES + Citomegalovirus
¢ Herpes zoster

¢ Sarampidn

C. MICOBACTERIAS ¢ Tuberculosis
¢ Lepra

¢ Mycobacterium fortuitum

D. PROTOZOARIOS ¢ Leishmaniasis cutanea
¢ Toxoplasmosis
3. CANCER
¢ Osteosarcoma ¢ Carcinoma nasofaringeo
¢ Hipernefroma ¢ Carcinoma renal
¢+ Cancer de mama ¢ Carcinoma prostatico
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4. ENFERMEDADES AUTOINMUNES

¢ No érgano especificas

¢ Lupus eritematoso cronico discoide

¢ Sindrome de Behcet

25)

Los efectos notables del FTe son en el area de oncologia, donde ha contribuido
a mantener al paciente libre de enfermedad recidivante o metastasica ® Ejemplo de
esto son los carcinomas prostaticos tanto en su sitio primario como en focos
metastasicos. En estos carcinomas se ha evidenciado desde remisién total de la
neoplasia, hasta limitar la metastasis del carcinoma “?. Siendo también eficiente en el

caso de carcinoma renal, nasofaringeo y pulmonar @ %59

El FTe se administra por via oral o parenteral, pues la mayoria de los
investigadores no han encontrado diferencias significativas en la eficacia de FTe segun
la via de administraciéon. Pudiendo encontrarse comercialmente en forma de tabletas,
capsulas, solucién o liofilizado. Su costo es relativo, aungue en México se expende a
un costo menor que en otros paises del mundo. -Con la ventaja de que hasta el
momento no se han reportado efectos adversos post administracién. En los inicios de
este nuevo siglo aln no se sabe del todo cual es su naturaleza quimica y cual es su
mecanismo de accién. De lo Unico que se tiene certeza es del profundo efecto
biolégico que en muchos de los casos contribuye a la mejoria 0 a la resolucién de las

patologias % %3749
4.4. Estructura quimica del Factor de Transferencia Especifico (FTe).

Los investigadores han intentado por mas de veinte afios identificar la
naturaleza quimica del compuesto activo del FTe; se ha investigado que el FTe es de
naturaleza proteica y quimicamente resistente a la ARNasa, ADNasa y a diferentes

proteasas @30
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En abril del 2000, Rozzo y Kirkpatrick mediante el uso de cromatografia liquida
de alta resolucion, pudieron determinar una secuencia conservada de aminoacidos
(LLYAQDL/VEDN) en siete' FTe provenientes de diferentes especies. Este hallazgo
sugiere que estos péptidos pueden representar la porcién del FTe que se une a las

células blanco ®%

4.5. Especificidad del Factor de Transferencia Especifico (FTe).

Posiblemente una de las caracteristicas mas importantes y controversiales del
FTe, sea que muestra especificidad que estd dada por los antigenos utilizados para
inmunizar al donador, o en forma mas general con los antigenos que ha tenido
contacto. Lo anterior fue propuesto posterior a la realizacion de experimentos con

antigenos sintéticos y microbianos ®'-*?"

La mayoria de los receptores no inmunes, adquieren Respuesta Inmune Celular
(RCI) demostrable por Hipersensibilidad Cutanea Tardia (DTH, del inglés Delayed Type
Hypersensitivity) a la mayoria de los antigenos a los que los donadores responden,
pero existen algunos antigenos a los que no responden. Aun mas dificil de entender es
la adquisicion de una respuesta en el receptor no inmune, a un antigeno al cual el

donador da una respuesta negativa " *-

En estos experimentos se utilizaron grupos de ratones que se inmunizaron con
diferentes antigenos, de cada grupo se prepar6 FTe, con  extracto dializado de
esplenocitos y éste se utilizé para sensibilizar a ratones virgenes. Posterior a 24 horas
los animales tratados fueron desafiados con los diferentes antigenos que se
emplearon. De esta manera, los ratones receptores sélo reaccionaron a los antigenos

con los que el donador habia sido previamente inmunizado “7 %

Los controles que se utilizaron en este experimento fueron ratones que

recibieron FTe provenientes de animales no inmunizados, debido a ello estos animales
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no presentaron DTH para ningun antigeno, por lo que la actividad sélo de adyuvante

del FTe quedo plenamente descartada /- %

4.6. Mecanismo de accion del Factor de Transferencia Especifico (FTe).

Aunque el mecanismo de accién exacto no se conoce, se han propuesto varias

hipdtesis para explicarlo:

Una de estas hip6tesis sugiere que el FTe forma parte del Receptor de Célula T
(TCR), si esto es cierto, entonces el FTe seria necesario para la activacién de los
Linfocitos T cooperadores (CD4), ya que la activacién se efectia al unirse el antigeno a
las moléculas clase Il del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH-II) de las
células presentadoras de antigeno. Es decir, el FTe se une exclusivamente a los
receptores de células previamente inmunizadas con el mismo antigeno (FTe de PPD
so6lo se une a PPD) &%

Otra de las hipétesis menciona que el FTe tiene la particularidad de quitar el
bloqueo o represidn existente en los linfocitos T los cuales son responsables de la
inmunidad celular, por lo tanto de modular la misma. Ambas hipétesis ain no han sido
comprobadas, faltando realizar mas experimentos, por lo tanto, queda todavia por
explicarse de qué manera se puede transferir la inmunidad a un receptor previamente

no responsivo, en una forma totalmente especifica @

Lo que si es un hecho, es que el FTe es un estimulante de la inmunidad celular,
es decir, induce la produccion de células T funcionales, especificamente linfocitos T
CD4 y linfocitos T CD8.

Cuando un linfocito T CD8 reconoce a una célula que expresa un antigeno
endbgeno, establece una respuesta que culmina en la apoptosis de la célula que

presenta el antigeno. Por consiguiente, esos linfocitos se denominan células T
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citotoxicas. Su funcién en la defensa del organismo consiste en destruir a las células
extrafias o alteradas, como las células cancerosas. Si bien existen sefales especificas
que estimulan ta apoptosis de la mayor parte de las células, la célula T citotoxica (CD8)

tiene la capacidad de inducir apoptosis en cualquier célula que reconoce ' #

También las células CD4 (cooperadoras) inducen la muerte de la célula tumoral
dependiendo de la proteina que se exprese en la superficie de la célula presentadora

producto del agente oncogeno procesado % &

4.7. Apoptosis.

La Apoptosis es una forma de muerte celular cuyo objetivo es el de eliminar las
células del huésped que ya no son necesarias a través de la activacion de una serie
coordinada y programada de acontecimientos internos. Los siguientes rasgos
morfolégicos, caracterizan a las células que sufren apoptosis:

a) Constriccion Celular

¢) Formacion de vesiculas citoplasmaticas y cuerpos apoptoticos

)

b) Condensacion de la cromatina
)
) (14. 21, 64).

d) Fagocitosis de las células o cuerpos apoptoticos
Debido a que dentro de las células apoptéticas se dan alteraciones quimicas
especificas, el reconocimiento precoz de éstas por los macréfagos y células
circundantes se produce sin liberacion de componentes proinflamatorios. De esta
manera la respuesta apoptética permite eliminar las células con un compromiso minimo

del tejido adyacente @42 64

Por lo anterior, el utilizar farmacos que induzcan apoptosis es de vital importancia
en pacientes que padecen Glioblastoma Multiforme ya que como vimos, las opciones

terapéuticas utilizadas hasta el momento causan dafos secundarios severos que
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aunque en efecto tienen resultados positivos no contemplan la calidad de vida del

paciente mientras son sometidos a estas terapias !'* 2" 59
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5. OBJETIVOS

“» General: Valorar el papel terapéutico del Factor de Transferencia Especifico

(FTe) en el glioma C6 murino.

%+ Especificos: A través de métodos histologicos se evaluara:

El porcentaje de apoptosis mediante el uso de inmunchistoquimica

empleando la técnica de TUNEL @
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6. JUSTIFICACION

Los diferentes protocolos terapéuticos para el Glioblastoma Multiforme (GBM)
hasta el momento han sido poco alentadores, ya que la tasa de sobrevida
postquirtrgica ha sido relativamente corta: el 41% de los pacientes sobreviven menos
de un afio; 39% entre 1 y 2 afos; 12% entre 2 y 3 afios y sélo un 8% sobreviven méas
de tres afos. Por lo que es una necesidad prioritaria hoy en dia implantar una terapia
que disminuya drasticamente el volumen tumoral, que limite la expansion tumoral y
elimine la posibilidad de recidiva, pero sobre todo que no demerite la calidad de vida
de los pacientes (como sucede con la radio y quimioterapia) y por ende ofrezca un
periodo de sobrevida mas amplio y alin mas, que vislumbre ia posibilidad de remisién

total de la neoplasia.
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7. HIPOTESIS

El Factor de Transferencia Especifico (FTe) es un agente inmunomodulador que
incrementa notablemente la eficiencia de la inmunidad celular. Por lo que el uso del
FTe en el glioma C6 murino puede inducir muerte celular, sin efectos adversos en el

resto del organismo.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1. Animales de experimentacion.

Se utilizaron 40 ratas Wistar hembras de 12 semanas de edad, las cuales se
mantuvieron en el bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN)
durante el transcurso del experimento, ubicadas en jaulas convencionales para esta

especie, alimentadas con concentrado comercial para roedores y agua ad /ibifum.
8.2. Implantacién del Glioma C8.

Las células del glioma C6 se obtuvieron de la “"American Tissue Culture
Colection (Rockville, Maryland, U.S.A.)". Estas células se cultivaron en condiciones de
esterilidad en medio Ham's F- 10 suplementado con 2.5% de suero fetal bovino y 15%
de suero equino. Se inocularon via subcutanea 1x107 células C6 en ratas Wistar de 12
semanas de edad para obtener una amplia fuente de células C6. Al cabo de 20 dias,
las formaciones tumorales fueron extirpadas y se disociaron mecanicamente a 4°C en

solucién salina fisiologica y se ajustaron a una concentracion de 1x10” en 500 pl.

Posteriormente se les inocularon 500 pl de esta solucion via subcutanea en el
miembro posterior derecho de las ratas. En un lapso entre 19 y 21 dias se esper6 a
que el 80% de los animales inoculados desarrollaran el tumor y que éste alcanzara un
diametro de 1.5 cm, con el cual, la posibilidad de reabsorcién tumoral es minima © 2.

Entonces se procedi6 a iniciar el experimento.
8.3. Administracién de FTe y Carmustina (BCNU).

a). Una vez que las tumoraciones alcanzaron las dimensiones requeridas, y
después de integrar los diferentes grupos de estudio que constan de 10 animales cada

uno, se administré de acuerdo a lo mostrado en la tabla 3:
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Tabla 3.

v Grupo Control 1mi Agua inyectable. Via Intra Tumoral (1.T.). Dosis

Unica

v Grupo al que se administrara| 1ml FTe (*1U FTe) Via IT. Dosis Unica. \* .52
FTe

v Grupo al que se administrara| 14 mg/ Kg. Dosis semanal. Durante 3 semanas. (3
BCNU dosis total)

v Grupo al que se administrara|1ml FTe. Via IT. Dosis unica + 14mg/Kg BCNU

FTe + BCNU Dosis semanal. Por tres semanas.

*1 UFTe= cantidad de FTe obtenido de 6x10° células T.

b). Se determiné el volumen (cm®) tumoral utilizando la férmula 6/ = x L x W x H

descrita por Tamayko y Reynolds ®” En donde L= largo, W= ancho y H= alto.
8.4. Estudios Histopatologicos.

a). Todos los fragmentos del tumor recolectados para este fin se fijaron en una

solucién bufferada de formol al 10% en un periodo no mayor de 24 horas.

b). Los tejidos se incluyeron en parafina y se procesaron por la técnica rutinaria

de Hematoxilina-Eosina para la cuantificacion de necrosis.

c). Los criterios que se emplearon para la evaluacion del grado de necrosis

fueron con base a los parametros mostrados en la tabla 4:
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Tabla 4.

Porcentaje de Valor
Necrosis
Nula 0
Menos de 25% 1

De 25 a 50%
De 50 a 75%

Mas de 75%

Dl WM

Se contaron en el microscopio 10 campos por laminilla a 400x. Se contabilizaron todas
las células C6 que aparecieron por campo y estas se consideraron como el 100%. Se
identificaron las células en necrosis utilizando los criterios expuestos por Cotran %

asignandoles una equivalencia numérica de cero a 4 (Tabla 3).
d). Para la cuantificacion de apoptosis se emplearon estudios de

inmunonhistoquimica utilizando la técnica de TUNEL desarrollada con: In Situ Cell Death

Detection Kit, AP. Se eligieron 5 laminillas al azar por grupo para realizar este estudio.
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TECNICA DE TUNEL PARA DETECCION DE APOPTOSIS (Roche)
(TdT- mediated dUTP-biotin nick end- fabeling)

Kit for immunohistochemical detection and quantification of apoptosis
(programmed cell death) at single cell level, based on labeling of DNA strand breaks
(TUNEL technology): Analysis by light microscopy. De laboratorio Roche @ (Kit para la
deteccién de muerte celular in situ. Técnica inmunihistoquimica para la cuantificacion
de apoptosis (muerte celular programada) a un nivel celular Unico, basado en el

senalamiento de la ruptura de los filamentos del ADN. Andlisis por microscopia éptica).

1. Colocar las laminillas en |a platina 20 minutos (t° entre el 6y 7)
2. Desparafinar (con xiloles) Xilol 1 (10 minutos)
Xilol 2 (10 minutos)
Xilol 3 (10 minutos)
3. Hidratar (con alcoholes) Alcohol 100% (8
minutos/3 veces)
Alcohol 96° (7 minutos/2 veces)
Alcohol 70° (5 minutos/2 veces)

4. Lavados con PBS 2 lavados/3 minutos c/u/
10x
5. Digestién con Proteinasa K (dilucion 1:1000) 200 mcl x laminilla /20
minutos/ 37°C.
6. Lavados con PBS 2 lavados/ 3 minutos c/u
110x
" 7. Mezcla de TUNEL Incubar 1 hora/ 37°C

Tubo 1: 5 microlitros (ul)
Tubo 2: 45 microlitros
Total= 50 microlitros por laminilia (50mcl si es una laminilia/
100 mcl si son dobles)
Se mezcian y se reconstituyen antes de colocar la mezcla en ias laminillas.

8. Lavados con PBS 3 lavados/1 minuto ¢/u
Nnox
9. Solucién reveladora (Anti FITC) aFITC 60 microlitros x laminilla/

30



10. Lavados con PBS
11. Cromaégeno Rojo Rapido (Roche)

(120 mc! x dos (AP) (Frasquito No. 3 del
Kit  TUNEL) laminillas)/Incubar 30
minutos 37°C

3 lavados/1 minuto ¢/u /10x

200 mcl por laminilla/ Incubar

20 a 30 minutos a 37°C

Todo lo anterior se hace en CAMARA HUMEDA.

12. Lavado con PBS
13. Contrateiiir. Con Hematoxilina

14. Montar
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3 lavados/ 1 minuto ¢/u/ 10x

Sumergir en Hematoxilina 30
segundos/lavar con agua corriente/
sumergir las laminillas en agua
amoniacal y sacar a los 10 seg (para virar
el color del nicleo de purpura a azul) y
posteriormente se da un pase por agua
corriente.

Preparado de Grenetina



Se contaron en el microscopio 10 campos por laminilla a 400x. Se contabilizaron todas
las celulas C6 que aparecieron por campo y éstas se consideraron como el 100%. De
este porcentaje se diferenciaron las células gue mostraron positividad a la reaccion,

asignandoles asi el porcentaje correspondiente.
8.5. Analisis Estadistico.

Los resultados de volumen tumoral se analizaron con el método de comparacion

de ANOVA, seguido de la prueba de Duncan y Tukey.

Los resultados de apoptosis y necrosis se analizaron a través del método de

comparacion de Kruskal- Wallis.

Todos ellos a través del programa Estatistica para Windows version 5.0.



9. RESULTADOS

9.1. Efecto de la administracion de FTe y/o Carmustina (BCNU) en el Glioma

C6 murino en el volumen tumoral.

En la figura 2, se presenta la comparacion del volumen medio del tumor en ratas
experimentales. El nivel de significancia determiné una diferencia estadistica del grupo
tratado con FTe+BCNU (n=10) y el grupo tratado con BCNU (n=10) de p<0.005 y
p<0.04 respectivamente con relacién al grupo control. La reducciéon en el volumen del
tumor después del tratamiento, muestra una diferencia significativa de p<0.035 entre
grupos, destacando el grupo tratado con la mezcla de FTe+BCNU que como se puede

apreciar es el que menor crecimiento desarroll6.

9.2. Efecto de la administraciéon de FTe y/o Carmustina (BCNU) en el Glioma

C6 murino en el grado de necrosis.

En las figuras 3 y 4 se muestran las imagenes del grado de necrosis en los
cortes histolégicos. El nivel de significancia determind una diferencia estadisticamente
significativa del grupo tratado con FTe (n=10) y el grupo tratado con BCNU (n=10) de
p<0.032 y p<0.017 respectivamente en relaciéon con el grupo control. El grupo tratado

con FTe+BCNU (n=10) no mostré diferencia con respecto al grupo control.

9.3. Efecto de la administracién de FTe y/o Carmustina (BCNU) en el Glioma

C6 murino en el porcentaje de apoptosis.

En la figura 5 se representa la comparacién del porcentaje de apoptosis entre el
grupo tratado con FTe (n=10) y el grupo tratado con FTe+BCNU (n=10) mostrando una
diferencia significativa de p<0.0002 y p<0.0009 respectivamente comparados con el

grupo control.
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En la tabla 5, se muestran los resultados obtenidos del conteo de células

con reaccion positiva a TUNEL de las 5 laminillas de cada grupo.

Porcentaje de
células con reaccion Control BCNU FTe FTe+BCNU
positiva a TUNEL..

Laminilla 1 5 2 40 29
Laminilla 2 6 15 31 19
Laminilla 3 3 2 29 29
Laminilla 4 5 1 a7 33
Laminilta 5 6 1 36 20

Media 5 1.5 36.5 26

sD 1.22 0.5 7.23 6.16

Tabla 5. Células con reaccién positiva a TUNEL. Pretratadas con: Grupo control. 1 ml de Agua inyectable, 1.T. Dosis UnicaCarmustina
(BCNU) 14mg/Kg, una dosis cada semana por tres semanas, Grupo tratado con *Factor de Transferencia especifico (FTe), 1ml. Dosis
Unica; Grupo tratado con “*FTe+BCNU, iml FTe, I.T. Dosis Gnica, 14mg/Kg, una dosis cada semana por tres semanas. *p<0.0009,
**p<0.0002 comparados con el grupo control.

El grupo tratado con FTe fue el que mayor porcentaje de apoptosis generd.

En las figuras 6 y 7 se aprecian las células con reaccion positiva a la técnica de
TUNEL.
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Inicio
Tratamientos
[Post-inoculacién
del Glioma C6

Figura 2. Efecto de la administracién de FTe y/o Carmustina (BCNU) en el Glioma
C6 murino en el Volumen Tumoral. La grafica muestra cémo habiendo transcurrido
21 dias post-inoculacién del Glioma C6 y habiendo alcanzado el didmetro requerido
(1.5cm®), se aplicaron los diferentes tratamientos y se observa la influencia que cada
uno de éstos tuvo sobre el tumor. Se considera dia cero al dia en que se administraron
los diferentes tratamientos. Se compara el crecimiento tumoral, destacando al grupo de
la mezcla FTe+BCNU que aparece como el que menor tamafio desarroll6. El nivel de
significancia determin6 una diferencia estadistica del grupo tratado con FTe+BCNU
(n=10) p<0.005 con respecto al grupo control.
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Figura 3. Necrosis coagulativa (flechas) en un corte histolégico de glioma C6 murino
por efecto de la administracién de FTe. (Tincién H-E, 100x).
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Figura 4. Células en Cariolisis (flechas en azul), células en Picnosis (flechas en rosa),
infiltracién de Neutréfilos (circulo en violeta). Corte histopatolégico de glioma C6 murinc
tratado con BCNU. (Tincién H-E, 20x).
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FIGURA 5. Efecto de la administracién de FTe y/o Carmustina (BCNU) en el
Glioma C6 murino en el porcentaje de apoptosis. Comparacién del porcentaje de
apoptosis del grupo tratado con FTe (n=10) y el grupo tratado con la mezcla
FTe+BCNU (n=10) mostrando una diferencia significativa de p<0.0002 y p<0.0009

respectivamente comparados con el grupo control. Factor de Transferencia especifico (FTe);

Carmustina o N-N bis (cloroetil}- N- nitrosourea (BCNU);
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Figura 6. Corte histopatol6gico de glioma C6 murino tratado con BCNU en el que no
se observa reaccion a la técnica de TUNEL. (Técnica de inmunohistoquimica
TUNEL, 400x).
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Figura 7. Corte histopatol6gico de glioma C6 murino tratado con FTe en el que se
observa reaccion positiva (flechas amarillas) a la técnica de TUNEL. (Técnica de
inmunohistoquimica TUNEL, 400x).
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10. DISCUSION
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE FTe Y/O CARMUSTINA (BCNU) EN EL
GLIOMA C6 MURINO EN EL VOLUMEN TUMORAL

En la figura 2 se observa que el grupo tratado con la mezcla FTe+Carmustina
(BCNU) (n=10) es el que menor crecimiento desarrollé. Muestra una diferencia

significativa de p<0.005 con respecto al grupo control.

La Carmustina (BCNU) es el farmaco quimioterapico mas frecuentemente
utilizado en el tratamiento de neoplasias en Sistema Nervioso Central (SNC). Actua
reduciendo el tamafio del tumor evitando la recombinacién del ADN de las células
neoplasicas impidiendo de esta manera su proliferacion y provocando la muerte de las
ya existentes. También se ven inhibidos el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(VEGF) y Factor de Crecimiento Fibroblastico basico (bFGF) que son promovidos por
las mismas células neoplasicas * "> “** de igual manera provoca hipoxia debido a la
fibrosis que desarrolia el pulmén cuando este farmaco ha sido utilizado por periodos
prolongados. La Carmustina (BCNU) evita de esta forma que la célula tumorat regule el

proceso de angiogénesis y por lo tanto su crecimiento, expansion e invasién 4 4 %

Este fenomeno de disminucién del volumen tumoral se logra también debido a la
accién aniquiladora de los linfocitos cooperadores (CD4) y citotoxicos (CD8) que son
promovidos por el FTe al ser administrado intratumoralmente. Estas células de defensa

al atacar, inducen la muerte de las células tumorales via necrosis o apoptosis **

Cabe mencionar que posterior a la administracion de la mezcla de estos
farmacos, se aprecia un ligero aumento en el volumen tumoral debido probablemente,
a la infiltraciéon de estos linfocitos y a la necrosis y/o apoptosis que generan al centro
del tumor como lo que sucede por ejemplo en el cancer nasofaringeo, donde se ha
observado que la administracion del FTe semeja un pequefio crecimiento tumoral

asociado con infiltracién linfocitaria ' ** % ®¥ { a presencia de infiltrado inflamatorio en
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un tumor, se ha asociado con la involucion de este y un mejor prondstico ®® Esto se ha
demostrado en estudios experimentales diversos como en el realizado por el Dr. Sotelo
y colaboradores ®™ donde se evalud el efecto de la administracion intratumoral de
Quinacrina sobre el volumen tumoral de un glioma inducido experimentalmente.
Concluye el estudio que la aplicacion de este farmaco induce necrosis debido a la
proliferacion de células T intratumorales y a la accion citotdxica de la Quinacrina lo que

provoca la involucién del tumor tratado ©™

Otros estudios permiten saber que la inhibicién de la funcionalidad de la célula
tumoral reduce el volumen de la neoplasia que conforma, permitiendo identificar cudles
son los factores o elementos del metabolismo celular tumoral que prolongan la vida de
ésta y en consecuencia establecer la terapéutica mas viable, por ejemplo, en el trabajo
realizado por el Dr. Chinnaiyan "” donde se muestra que el efecto combinado de FNT-
alfa y la radiacién ionizante reduce el volumen tumoral en el cancer de mama debido a
la muerte de las células neoplasicas por apoptosis que es iniciado por estos elementos
terapéuticos ‘% Por su parte, también a cargo del Dr. Sotelo © un estudio realizado en
el 2001, demuestra que la administracion de Acido Acetilsalicilico (ASA)
intratumoralmente -en un glioma C6 murino inducido experimentalmente, reduce el

volumen tumoral debido al efecto antiangiogénico del ASA ©

Lo anteriormente expuesto, demuestra que la aplicacion de farmacos
antineoplasicos via intratumoral, induce la reduccién del volumen tumoral debido a la
muerte celular que éstos provocan y a la presencia de células de defensa que infiltran
la neoplasia. Asi pues, la administracién en conjunto de FTe y Carmustina (BCNU)
intratumoralmente en un glioma inducido experimentalmente, evita la formacién de
nuevas células tumorales porque la BCNU evita el crecimiento de éstas; el FTe
potencializa la respuesta citotéxica evitando la expansién y permanencia de las mismas

en el huésped, reduciendo en consecuencia el volumen tumoral ¢ 5% 8-
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE FTe Y/O CARMUSTINA (BCNU) EN EL
GLIOMA C6 MURINO EN EL GRADO DE NECROSIS

De acuerdo a los resultados, el grupo tratado con FTe es el que mayor grado de

necrosis presenta.

Si bien es cierto que el glioma presenta cierto grado de necrosis como parte de
su patron de desarrollo ® 7% 3 también es cierto que la elevacion subita de este tipo
de muerte celular pudiera ser provocado por la accién del FTe intratumoral, ya que el
FTe induce la formacion de linfocitos T cooperadores (CD4) y citotoxicos (CD8)
funcionales con capacidad de ataque especifico contra células tumorales #" *® E|
término necrosis hace referencia a un espectro de cambios morfoldgicos que siguen a
la muerte celular en el tejido vivo. Derivados en gran parte de la accién degradativa
progresiva de las enzimas sobre la célula mortalmente lesionada “* @ Ademas del
antigeno y del MHC-li, se necesitan dos sefales para inducir una respuesta 6ptima.
Una seral proviene de las citocinas secretadas por las células presentadoras de
antigenos; comprenden las Interleucinas 1 (IL-1) y 12 (IL-12). La otra sefal es efecto
de la union entre las células T y las células presentadoras de antigenos y, por tanto,

abarca las moléculas de adherencia de la superficie celular ** "2 -

Las células T cooperadoras (CD4) son estimuladas tanto por IL-1 como por IL-
12. La secresion de ambas por las células presentadoras de antigenos (macréfagos) es
provocada por multiples estimulos diferentes como es el caso de las células
neoplasicas " 1% 1% 9. g, secresion también puede ser inducida cuando las células
T entran en contacto por medio de la transmision de sefales por conducto del TCR.
Una vez producida por los macréfagos, la IL-1 puede ser secretada en el liquido histico
o puede permanecer unida a la superficie del macréfago. La IL-1 que se une a la
membrana, junto con un antigeno que se presenta de manera adecuada, pueden
estimular la divisién de células T " ®? Los efectos de los dos estimulos, el antigeno y

la IL-1 que se encuentra unida a la membrana, son aditivos " *> Ademas de los
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efectos del antigeno y la IL-1 o IL-12, una respuesta optima de células T cooperadoras
(CD4) requiere que haya una adhesion estrecha e interactiva entre la célula T y la

célula presentadora de antigenos " ' -

Los macrofagos también secretan 1L-12 que estimula la produccién de células
Th1 y éstas a su vez producen IFN-y que promueve la accion anticancerigena. La 1L-1
secretada por los macrofagos activa linfocitos Th2 (subpoblacién de linfocitos T
cooperadores CD4) las cuales secretan TNF- o que actua sobre cerebro generando
fiebre; estimula la quimiotaxis a macréfagos, aniquila células tumorales; produce
necrosis en el centro de los tumores gracias a su efecto citotoxico. A su vez los
linfocitos T citotoxicos (CD8), que también se dividen en células Th1 y que son
estimulados por el IFN-y que secretan las células T cooperadoras CD4 Th1, secretan
mas |L-2 para activar una cantidad mayor de macréfagos y de esta manera se genera

necrosis por el aniquilamiento de las células tumorales ' 14 15 19. 62,83

Se presupone que la aplicacion del FTe intratumoraimente en un glioma
inducido experimentalmente, promueve muerte celular por necrosis por activacion de
un complejo proceso en el cual intervienen las citocinas antes mencionadas, que son-
producidas por linfocitos T cooperadores (CD4), linfocitos T citotoxicos (CD8) vy
subpoblaciones de estas (Th1 y Th2) y por las células presentadoras de antigenos que
se han generado por la capacidad inmunoestimulante del FTe @ ! % %.52- En otros
estudios como el realizado por el Doctor Ehtesham y colaboradores, se puede entender
la importancia del papel que desempefian las citocinas en el proceso de eliminacion de
células tumorales. Utilizaron como terapia contra el glioma la inoculacion de IL-12
intratumoral que atrae cuerpos o tallos de células neuronales (NSCs: Neural Stem
Cells) que son capaces de rastrear células de esta neoplasia que han generado
metastasis a otra zona del SNC. Estas células generan una respuesta antitumoral de
las células T de defensa que se asocia con el incremento de infiltracién linfocitaria
intratumoral y por lo tanto pudiera representar una modalidad terapéutica potente

contra el glioma &
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El Doctor Ehtesham y su equipo, experimentaron también con FNT-o e IFN-y
inoculados intratumoralmente potencializando la infiltracion de linfocitos T CD4 y CD8,
y como ya se menciond anteriormente, estas células de defensa promueven la muerte y

eliminacion de las células neoplasicas '

De la misma manera la utilizacion terapéutica del FTe administrado via
intratumoral en el glioma, estimula la produccién de linfocitos T CD4 y CD8 que a su
vez sintetizaran citocinas que provocaran finalmente necrosis del tejido tumoral

consiguiendo la eliminacion de la neoplasia “* "
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE FTe Y/O CARMUSTINA (BCNU) EN EL
GLIOMA C6 MURINO EN EL PORCENTA.E DE APOPTOSIS

En la figura § se representa graficamente el porcentaje de apoptosis que presenta el
grupo tratado con FTe (n=10). Muestra una significancia estadistica de p<0.0002 con

respecto al grupo control.

La apoptosis es una forma caracteristica de muerte celular que se manifiesta por
. una condensacion caracteristica de la cromatina con fragmentacion del DNA.y cuya
funcién es la eliminacién de células ya sea en la organogénesis, funcién inmunitaria y

en el crecimiento tisular, aungue también puede ser inducida por estimulos patolégicos
(11, 14, 15, 22, 24, 27, 43, 52).

El mecanismo de la apoptosis presenta varios estadios clave: en primer lugar,
existen multiples vias de aproximacién a la muerte celular; en segundo lugar, existe
una fase de control en la que el umbral apoptético esta establecido por la expresién y
actividad relativas de diferentes factores reguladores positivos y negativos, (entre ellos
la familia Bcl-2 de proteinas); en tercer lugar, existe una fase ejecutiva conservada, que

implica la activacion de las caspasas cuya funcion es la protedlisis terminal. " '* %%

2n.

Finalmente, los cuerpos apoptéticos son fagocitados por los macréfagos
mediante fagocitosis mediada por receptores, sin generar inflamacién. Si este proceso
no es regulado puede contribuir a diversos estados patolégicos. " ®? Los diversos
procesos que pueden presentarse para inducir apoptosis, se explican a continuacion.
Los linfocitos T citotéxicos (CD8) reconocen los antigenos extrafios presentes en la
superficie de las células modificadas del huésped. Tras este reconocimiento, expresan
el ligando Fas (Fas ligando FAS-L) en su superficie y destruyen las células efectoras
mediante la unién a receptores Fas. Es decir: la apoptosis se produce por la union del
receptor Fas (CD95) de la célula tumoral y el ligando Fas (CD95L) de los linfocitos T
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citotoxicos (CD8) (Ligador Fas-Fas) ' ®"

De manera alternativa, los linfocitos T citotoxicos (CD8) inducen la apoptosis de
las células tumorales mediante la secresion de Perforina, una molécula transmembrana
con capacidad para formar poros, y a través de la liberacién por exocitosis de granulos
citoplasmicos en las células tumorales. La proteasa de la serina Granzima B
representa el componente citotéxico critico en este proceso. Granzima B tiene la
capacidad de fragmentar proteinas en los residuos aspartato y también puede activar

diversas caspasas celulares @ " 146162

La apoptosis puede ser promovida por la activacion de uno de los receptores
TNF (TNFR1) por la citocina TNF que puede dar lugar a apoptosis al inducir la
asociacion del receptor con la proteina adaptadora TRADD (TNFR: proteina
adaptadora con una region de muerte celular). Tal y como ocurre en el sistema de
Ligador Fas-Fas, la proteina TRADD se une a su vez a FADD y causa apoptosis a

través de la activacién de la caspasa @ %2

La exposicion de las células a radiacién o a agentes quimioterapicos, induce
apoptosis a través de un mecanismo que se inicia con la lesién del DNA (estrés
genotoxico) y que implica al gen de supresion tumoral p53. Este gen, el p53, se
acumula cuando el DNA esta lesionado y detiene el ciclo celular (en la fase G1) para
que se pueda producir la reparacion. Sin embargo, si el proceso de reparacion fracasa,
el p53 desencadena la apoptosis #’** ** Por tanto, el gen p53 estimula normalmente la
apoptosis, pero cuando sufre mutacién o estd ausente (como ocurre en ciertos
canceres), favorece la supervivencia celular. Por ello, el gen p53 parece actuar como
un factor critico de "vida 0 muerte” en el caso de estrés genotoxico. El mecanismo por
el que la lesion del ADN estimula el dispositivo efector distal de muerte, las caspasas,
es complejo, pero parece implicar su bien caracterizada funcién en la regulacién

transcripcional @7-3* 52
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Se presupone, que el FTe administrado intratumoralmente en un glioma inducido
experimentalmente, promueve muerte celular por apoptosis por activacion de las
caspasas, ya que como se menciono anteriormente, el FTe es un inmunomodulador
que estimula la formacion de linfocitos T .cooperadores (CD4) y citotoxicos (CD8) y
estos ultimos tienen la capacidad de perforar la membrana celular y de fragmentar el
ADN gracias a la Granzima B que secretan y asi, provocar la apoptosis debido a la
activacion de las caspasas, en especifico caspasa 3 0 ' 1415 22.24.27. 83.52.82). 5 nque
no podriamos descartar cualquiera de las otras vias de activacion de apoptosis ya que
no sb6lo participa una clase de célula de defensa en el proceso de citorreduccién y
muerte tumoral.

Tal como lo explica el Dr Choi en su experimento "

, donde da cuenta de la
interaccion de todos estos receptores y sus ligandos, de citocinas e interleucinas y la
influencia que tienen todos estos factores en la expresién de la apoptosis al activar de
diversas formas la muerte de una célula neoplasica, ya sea via caspasa 3 o caspasa 8

e incluso caspasas no determinadas "
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11. CONCLUSIONES

a). El FTe aplicado intratumoralmente, aumenta el porcentaje de apoptosis en el
Glioma C6.

c¢). El FTe aplicado intratumoralmente reduce el crecimiento del Glioma Cé6.
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