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Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado.
Un esfuerzo total es una victoria completa.
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Schopenhauer



Dedicatoria



A mi madre por TODO. Por ser quien es y por hacer de mi quien soy.

Sin ella nada habria sido posible.

A Ramoén por ser luz en la oscuridad. Por su comprension y su apoyo.

Y por traer a mi vida ilusion, felicidad y futuro.

A mi abuelo Julio César, emperador siempre en mi memoria y en mis

afectos.



Agradecimientos



Muy especialmente al Prof. Dr. D. Mariano Garcia-Yuste Martin, figura crucial en mi
formacion como médico y como persona, ademas de principal responsable de la
ejecucion y consecucion de este trabajo. Gracias por su ayuda en todos los ambitos y
por ser modelo y estimulo de constancia, trabajo y profesionalidad.

Al Prof. Dr. D. Guillermo Ramos Seisdedos, que me inicié durante las clases en la
Facultad en el mundo de la Cirugia Toracica. Gracias por ser posteriormente un
accesible Jefe de Servicio en mi etapa MIR e inicialmente codirector de esta tesis
doctoral.

Al Dr. D. José M? Matilla Gonzalez, que aceptd gustosamente ser codirector de
esta tesis doctoral. Gracias por su complicidad, colaboracion, amistad y por su
contribucién a mi formacion quirtrgica y personal.

Al Dr. D. Félix Heras Gémez, que inicio la investigaciéon en la linea que ocupa este
trabajo. Gracias por sus ensefianzas en mi formacion como profesional sanitaria. Con
carifio en el recuerdo.

A todos los profesionales del Instituto de Biologia y Genética Molecular de
Valladolid, que han colaborado con profesionalidad y generosidad inmensas en la
ejecucion experimental de este trabajo y sin cuya ayuda no habria sido posible su
realizacion.  Especialmente a Yolanda Alvarez, Etzel Hugo y la Dra. Nieves
Fernandez-Garcia.

A las doctoras Angela Arévalo Pardal y Cristina Garcia Rico, que me ayudaron en
la realizacion de la fase experimental de este trabajo. Gracias por su colaboracién, su
companerismo y su amistad.

Al Dr. Tomas Mate por su colaboracion inestimable en el analisis estadistico de los
resultados.



A todos mis companeros del Servicio de Cirugia Toracica de Valladolid, por su
buen hacer profesional y su calidad como personas. Gracias por tantos afios de ayuda
y apoyo, por todo lo que me han ensefado y por todo lo que me aportan cada dia
como profesional y como ser humano.

A los pacientes, que generosamente aceptaron colaborar en el estudio haciéndolo
posible. Gracias por ser nuestro estimulo diario en esta complicada profesion. Gracias
por impulsarnos a mejorar cada dia con sus gestos de apoyo y agradecimiento.

A todas las personas, amigos y familia, que han contribuido a mi desarrollo como
profesional y como ser humano. Gracias por su ayuda y apoyo constantes que han
hecho que pueda llegar hasta aqui.

Al Departamento de Cirugia de la Facultad de Medina de Valladolid, por hacer
posible el desarrollo y presentacion de este trabajo.



Indice



indice
Abreviaturas y Acrénimos
Resumen
Abstract
Introduccioén
1.-Derrame pleural maligno
1.1.- Epidemiologia
1.2.- Fisiopatologia
1.3.- Clinica
1.4.- Diagnéstico
1.5.- Prondstico
1.6.- Tratamiento
2.-Nuevas terapias. Tratamientos intrapleurales
2.1.- Desarrollo de la terapia intrapleural
2.2.- Inmunoterapia intrapleural
2.3.- Terapia génica intrapleural
2.3.1.- Terapia con vectores de transferencia génica
2.3.1.1.- Retrovirus
2.3.1.2.- Adenovirus
2.3.1.3.- Vectores no viricos
2.3.2.- Terapia con genes
2.3.2.1.- Terapia con genes suicidas
2.3.2.2.- Terapia con genes supresores de tumores
2.3.3.- Terapia con citoquinas
2.4.- Lesion celular asociada a la hipertermia. Hipertermia intracavitaria

2.5.- Quimioterapia intrapleural

VI

Xl

10
10
12
12
14
14
16
18
18
19
19
20
20
21
21
23
23

25

Vil



3.-Efecto de la hipertermia, de los citostaticos y de la quimioterapia
hipertérmica a nivel local. Resultados de la quimioterapia
hipertérmica intrapleural

4.- Estrategia terapéutica en la quimioterapia hipertérmica
intrapleural. Induccién de apoptosis en células neoplasicas

4.1.- Justificacion de la investigacion en quimioterapia hipertérmica
Intrapleural

4.2 .- Objetivos de la quimioterapia hipertérmica intrapleural. Induccién
de apoptosis en las células neoplasicas

4.2.1.- El proceso de apoptosis celular y sus mediadores
biomoleculares. Proteinas implicadas en el proceso apoptético.

4.2.2.- Proteinas citoprotectoras. Proteinas de shock térmico

Planteamiento del tema
Hipotesis de trabajo
Pacientes y Métodos
1.-Consideraciones previas y disefio del estudio
2.-Poblacion de estudio

2.1.- Criterios de inclusién

2.2.- Caracteristicas de los pacientes
3.-Metodologia

3.1.- Obtencién de muestras. Recogida y preservacioén del liquido
pleural

3.2.- Procesamiento de las muestras para estudio anatomopatoldgico
en el laboratorio de Anatomia Patologica del Hospital Clinico de
Valladolid

3.2.1.- Procesamiento del liquido pleural. Estudio citolégico
3.2.2.- Procesamiento de las biopsias pleurales

3.3.- Procesamiento del liquido pleural para su estudio en el laboratorio
de biologia y genética molecular

3.3.1.- Procesado inicial de las muestras
3.3.2.- Procesado de muestras tras 24 horas de incubacién
3.3.2.1- Senalizacion celular

3.3.2.2- Determinacion de apoptésis

27

43

43

45

46

50

53

56

58

59

60

60

62

66

66

67

67
68

68

69
71
71

71

Vil



3.3.2.3.- Procedimientos de marcaje y tincién celular para su
diferenciacién y cuantificacion de apoptosis

3.3.3.- Determinacion de la expresion de proteinas implicadas en el
proceso de apoptdsis

4.-Tratamiento estadistico

Resultados

1.-Consideraciones previas
2.-Determiancion de la apoptosis celular

3.-Determinacién de la expresion proteica en relacion con la
apoptosis de las células neoplasicas pleurales

3.1.- Familia de proteinas Bcl-2
3.2.- Proteinas de choque térmico. Familia Hsp
3.3.- Otras proteinas relacionadas con la apoptdsis

3.4.- Compendio de la variacién en conjunto de las proteinas con
accién proapoptética

3.5.- Compendio de la variacién en conjunto de las proteinas con
accién antiapoptética

3.6.- Compendio de la variacién en conjunto de las proteinas con
accion pro y antiapoptotica en relacion con el tipo histolégico tumoral

3.6.1.- Adenocarcinoma poco diferenciado
3.6.2.- Adenocarcinoma bien diferenciado

3.6.3.- Mesotelioma

72

73

75
76
77
78

80

80
84
88

93

97

101

101
101

102



Discusioén

1.-¢Esta justificada la investigacion de la quimioterapia hipertérmica
intrapleural? ¢ Es necesario proseguir en la investigacién de la misma?

2.-¢Es posible afirmar que la quimioterapia hipertérmica induce apoptosis
en las células neoplasicas? ¢Podria por tanto considerarse que dicha
terapia tiene el efecto esperado?

3.-¢Es la respuesta a la hipertermia y los citostaticos igual en todas las
células neoplasicas? ¢Deberian plantearse diferentes esquemas
terapéuticos dependiendo del tipo de neoplasia pleural?

4.-¢La hipertermia aislada es capaz de inducir apoptésis efectiva en las
células tumorales? Si asi fuera, ¢podria considerarse su establecimiento
como terapia aislada?

5.-¢Son la temperatura de 40°C y el tiempo de aplicacién de 2 horas
adecuados? ¢Es posible establecer en este tipo de tratamiento una
determinada temperatura y tiempo de exposicion como los mas idéneos?
6.-¢ Es adecuada la eleccion del cisplatino como agente citostatico?
¢ Deberian considerarse otros farmacos o asociaciones de ellos en este
tipo de tratamiento? ¢ Resulta efectiva la dosis de cisplatino empleada?

7.-¢ Es posible establecer en la actualidad un protocolo de tratamiento
intrapleural en las neoplasias localizadas a este nivel?

Conclusiones
Bibliografia
Anexos
Tablas

Figuras

106

107

109

112

115

118

120

124

126
130
142
149

152



Abreviaturas y Acronimos

ADN

ARN

BCG

Bcl

BSA

BTS

CARD

cDNA

DCC-E1A

DC-SIGN

DED

DMEM

ECOG

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleic

Bacilo de Calmette-Guérin

B cell leukemia

Bovine seric albumin

British Thoracic Society

Caspase recruitment domain

Complementary deoxyribonucleic acid

E1A gene complexed with DC-Chol cationic liposome

Dendritic cell ICAM-3 grabbing nonintegrin

Death-effector domain

Dulbecco’s modified eagle medium

Eastern cooperative oncology group

Xl



FADD

FBS

G-CSF

Hsp

HSVtk

HtrA2/0Omi

IAP

IBGM

IL-2

IL-6

IL-10

IL-12

INF-a

INF-y

LCSG

Fas-associated death domain

Fetal bovine serum

Granulocyte colony-stimullating factor

Heat shock proteins

Herpes simplex virus type 1 thymidine kinase

HtrA (high-temperature requirement) Serine Peptidase 2

Inhibitor of apoptosis proteins

Instituto de biologia y genética molecular

Interleuquina 2

Interleugina 6

Interleuquina 10

Interleuquina 12

Interferéon alfa

Interferén gamma

Lung cancer study group

Xl



MIP-2

MPTPC

PBS

rAd-p53

Rantes

RBC (lysis buffer)

RT-PCR

Si-RNA

Smac/Diablo

STNFR

TC

TNFR

TRAIL

VEGF

Macrophage inflammatory protein-2

Mitochondrial permeability transition pore complex

Phosphate buffered saline

Recombinant adeno-viral vector encoding wild-type p53
gene

Regulated upon activation normal T-cell expresed and
secreted

Red blood cell (lysis buffer)

Reverse transcription polymerase chain reaction

Small interfering ribonucleic acid

Second mitocondria-derived activator of caspases/Direct
IAP-binding protein with low Pi

Soluble tumor necrosis factor receptor

Tomografia computarizada

Tumor necrosis factor receptor

TNF-related apoptosis-inducing ligand

Vascular endothelial growth factor

Xl



wt-p53 Wild-type p53 gene

XIAP X-linked inhibitor of apoptosis

5-FU 5 fluorouracilo

XV



Resumen



RESUMEN

En razén de su elevada incidencia y mal pronéstico, la infiltracion neoplasica
maligna de la pleura supone un importante reto terapéutico en la actualidad, dado que
los resultados de los tratamientos disponibles son pobres y en la mayor parte de los
casos Unicamente implican el control de sintomas. El empleo de la quimioterapia
hipertérmica intrapleural podria aportar un mejor control de la enfermedad mejorando

la supervivencia y calidad de vida de los pacientes.

A pesar de que en los ultimos afios se han realizado numerosos ensayos de este
tipo de tratamiento, sus mecanismos de accion aun no se han aclarado y no es posible
establecer, con suficiente evidencia cientifica, un esquema terapéutico concreto.
Teniendo en cuenta la escasa informacién existente acerca del mecanismo de accion
de la quimioterapia hipertérmica a nivel celular se planted el presente estudio, con el
fin de determinar in vitro en células pleurales neoplasicas humanas, el efecto de la

hipertermia y el cisplatino en términos de apoptosis celular.

Las células empleadas en el estudio fueron tomadas del liquido pleural de
pacientes con infiltracion pleural neoplasica confirmada histolégicamente, a los que se
realizé una videotoracoscopia diagnéstica. Como control, se utilizaron células
obtenidas del liquido pleural de pacientes afectos de procesos pleurales de naturaleza
inflamatoria. Tras la diferenciacion en el laboratorio de las células neoplasicas y no
neoplasicas presentes en las muestras, se procedié a determinar el porcentaje de
apoptosis celular en ambos grupos tras 2 horas de exposicidén a cisplatino bajo
diversas condiciones de temperatura: 37°C, 40°C y 42°C. Asi mismo se analizaron las
variaciones en la expresion de las principales proteinas implicadas en el proceso
apoptotico, producidas por la hipertermia y el citostatico en las células pleurales

neoplasicas.

El efecto aislado de la hipertermia, evidencié induccion de apoptosis en las células
inflamatorias pero no asi en las células neoplasicas. Se aprecié un incremento
significativo de la apoptosis en ambos grupos celulares tras el efecto combinado de la
hipertermia y el citostatico. El porcentaje mas elevado de apoptosis en las células

neoplasicas, se obtuvo tras la administraciéon de cisplatino a una temperatura de 40°C.



RESUMEN

En lo que respecta a las variaciones en la expresion de proteinas implicadas en el
proceso apoptotico, el analisis evidencid cambios ostensibles en la expresion de
proteinas pro y antiapoptoticas, registrandose los cambios mas importantes en la
expresion de las mismas tras el efecto combinado de la hipertermia y el cisplatino.
También pudieron apreciarse diferentes respuestas en la expresion proteica en funcién

del tipo histologico tumoral de las células estudiadas.

Los resultados de nuestro estudio permiten afirmar que el efecto combinado del
cisplatino y la elevacion de la temperatura del medio a 40°C durante un tiempo de
aplicacion de 2 horas, produce in vitro apoptosis efectiva en células pleurales

neoplasicas humanas.
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ABSTRACT

Because of its high incidence and bad prognosis, nowadays malignant pleuritis
means a significant terapheutic challenge as the results of the available treatments are
poor and in many cases only achieve the control of symptoms. The use of intrapleural
hyperthermo-chemotherapy could provide a better control of the disease with an

improvement of survival rate and quality of life in this patients.

Despite extensive clinical research mechanism of action of intrapleural
hyperthermo-chemotherapy remains unclear, so the establishment of an optimal
protocol for this treatment currently is not possible. Therefore the purpose of our study
was to determine the response of the malignant pleural human cells to the application

of hyperthermia versus hyperthermia plus cisplatinum, in terms of cell apoptosis.

Pleural tumor cells collected from the pleural effusion of patients with histological
confirmation of malignant pleural disease who underwent diagnostic
videothoracoscopy, were analized. As control sample pleural cells collected from the
pleural effusion of inflammatory lesions were used. Pleural human cells were cultured
during 120 minutes under different temperature conditions: 37 °C, 40 °C and 42 °C,
with and without the addition of cisplatinum. After cell differentiation (malignat versus
not malignat), the determination of cell apoptosis in the two populations was carried
out. In addition, some apoptosis proteins were determined in the supernatant of the

cellular culture.

For the inflammatory cells significant statistical differences were reached for the
hyperthermia alone and hyperthermia plus cisplatinum. For the malignant cells,
statistical differences were reached for the application of hyperthermia plus
cisplatinum, not for the hyperthermia alone. For the malignant cells, we found the
maximum effect in induction of cell apoptosis, for the addition of cisplatinum at a

temperature of 40°C.

For the variations in the apoptosis proteins expression, we found evident changes
after the synergic action of hyperthermia and cisplatinum. We also determined different

responses associated to the diverse histological types.



ABSTRACT

The results of this study allows us to affirm that in vitro, the synergic action of a
temperature of 40°C and cisplatinum during 2 hours of application, increase cell

apoptosis in pleural malignant human cells.
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INTRODUCCION

1. Derrame pleural maligno

1.1.- Epidemiologia

A excepcién de las enfermedades cardiovasculares, las neoplasias malignas son la
causa mas comun de fallecimiento en la poblacion menor de 65 afios en la mayor
parte de los paises desarrollados. La practica totalidad de ellas pueden afectar a la
pleura en sus estadios avanzados, originando una pleuritis carcinomatosa y derrame

pleural maligno asociado .

El derrame pleural maligno constituye en la actualidad un importante desafio
diagndstico y terapéutico, asi como un problema de salud publica de gran relevancia,
dado que contribuye de forma significativa al deterioro de la capacidad funcional
respiratoria y la calidad de vida de los pacientes afectados. Su incidencia en los
Estados Unidos de América se estima en 150.000 a 175.000 casos / afio, mientras que

en Europa ésta se aproxima a los 400.000 casos / afio '2.

Dicha entidad es un signo de enfermedad maligna avanzada o diseminada,
frecuentemente concomitante con el proceso neoplasico primitivo, y a la que deben
enfrentarse con frecuencia, neumélogos, oncdlogos y cirujanos toracicos. Este tipo de
derrame suele aumentar y recidivar de forma rapida, acompafnandose en la mayor
parte de los casos de repercusion clinica respiratoria importante: disnea, tos y dolor

toracico 2.
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En cuanto a la neoplasia primitiva originaria de la afectacién pleural, el carcinoma
broncogénico, debido a la gran proximidad anatomica de los pulmones a la pleura, es

la causa mas frecuente de derrame pleural maligno.

Aproximadamente el 30% de los pacientes diagnosticados de una neoplasia
pulmonar primitiva desarrollan derrame pleural y de la totalidad de derrames pleurales
malignos diagnosticados casi el 40% son secundarios a un carcinoma broncogénico,

principalmente en el caso del adenocarcinoma.

La segunda causa en frecuencia de derrame pleural maligno son los carcinomas
mamarios, constituyendo aproximadamente el 25% del total de los casos, seguidos

del linfoma (10%), carcinomas ovaricos (5%) y neoplasias gastrointestinales (5%) '2.

Asi mismo, la presencia de derrame pleural se asocia frecuentemente al
mesotelioma pleural maligno difuso. La incidencia a nivel mundial de esta neoplasia
es de unos 2.000 a 3.000 casos nuevos al aio, siendo habitual la exposicidn previa del
paciente al asbesto. Su caracter agresivo condiciona un mal prondstico, oscilando la
mediana de supervivencia entre 4 y 12 meses cuando no es posible la realizacion de

un tratamiento con intencidn curativas.

1.2.- Fisiopatologia

En el caso del carcinoma broncogénico, la diseminacién hematogena de las células
tumorales a la pleura visceral permite la migracion de las mismas a la pleura parietal
mediante adherencias preexistentes. Los carcinomas mamarios pueden originar
afectacion ipsilateral mediante metastatizacion a través de los vasos linfaticos de la
pared toracica, asi como afectacion bilateral o contralateral secundaria a diseminacion
hematdgena por via hepatica. Los linfomas tipo Hodgkin generalmente provocan
obstruccién linfatica, mientras que los linfomas no Hodgkin suelen invadir la pleura de

manera directaZ.
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Los derrames pleurales malignos hemorragicos pueden surgir por invasion directa
de los vasos sanguineos por el tumor o por el desarrollo de una angiogénesis tumor
inducida. El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), es una citoquina
producida por multitud de tumores que participa en la angiogénesis y la permeabilidad
vascular. Parece que el VEGF podria estar implicado en la patogénesis de los
derrames pleurales malignos, mostrando los resultados de algunos estudios que el
nivel de VEGF en liquido pleural podria ser un factor prondstico independiente de

supervivencia libre de enfermedad’.

1.3.- Clinica

Aunque no todos los pacientes afectados por un derrame pleural maligno
desarrollan sintomas, en la mayor parte de los casos asocian manifestaciones clinicas

diversas que frecuentemente condicionan de forma importante su calidad de vida?.

La disnea es el sintoma que presenta una mayor incidencia debido a la
disminucion de la compliance de la pared toracica, asi como al descenso del
hemidiafragma ipsilateral, la reducciéon del volumen pulmonar y el desplazamiento
mediastinico asociados. Otros sintomas que suelen desarrollar estos pacientes son:

dolor toracico, tos, malestar general, hiporexia y pérdida de peso*.

1.4.- Diagnostico

No todos los derrames pleurales presentes en pacientes con enfermedad neoplasica
pueden ser filiados como malignos, ya que es posible encontrar derrames pleurales

paramalignos en estos enfermos.
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En este tipo de derrames el mecanismo de aparicidon no es la infiltracion de la
pleura por el proceso neoplasico, sino otro tipo de alteraciones como: obstruccion del
conducto toracico, obstruccion bronquial y atelectasia pulmonar asociada, efecto
secundario de tratamientos con quimioterapia y/o radioterapia, neumonia o embolismo
pulmonar. En estos derrames no se obijetiva la presencia de células tumorales en el

liquido pleural?.

El diagnoéstico concluyente de derrame pleural maligno sélo puede realizarse
mediante la evidencia citoldégica o histolégica de células neoplasicas malignas. Por
tanto, es necesario identificar la presencia de dichas células en el fluido pleural

(citologia de liquido pleural) o en la serosa pleural (biopsia pleural)’2.

La rentabilidad diagndstica basada en el hallazgo de células malignas en la
citologia de liquido pleural varia entre un 50% y un 90%, dependiendo dicho
porcentaje de la experiencia del examinador, la extension del tumor y el tipo de

muestra empleada para el diagnéstico.

La exactitud diagnostica puede incrementarse en gran medida con el estudio de
muestras tisulares (fragmentos de pleura) obtenidas principalmente mediante biopsia
bajo vision directa videotoracoscopica. Ademas, con este tipo de muestras es posible
realizar no solo el diagnédstico etiolégico, sino también algunas determinaciones
inmunohistoquimicas y genéticas que pueden ayudar a mejorar el esquema

terapéutico a seguir en estos pacientes’.

A pesar del empleo de las técnicas mencionadas, existen un 5% a 10% de casos
de derrame pleural maligno en los que no resulta posible llegar a un diagnostico

exacto y concluyente de la neoplasia que los ha originado".

11
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1.5.- Prondstico

En la actualidad el diagnéstico de derrame pleural maligno de origen metastasico
implica la practica imposibilidad de realizar un tratamiento del mismo con intencién
curativa®. La evidencia de células neoplasicas malignas en el liquido pleural y/o en la
biopsia pleural, implica la presencia de enfermedad avanzada o diseminada que se
asocia a una esperanza de vida reducida. En efecto, la mediana de supervivencia tras
el diagnéstico de afectacion pleural maligna oscila entre los 3 y los 12 meses,

dependiendo del estadio y del tipo histologico del tumor primitivo*.

En conjunto, el prondstico de los pacientes con carcinomatosis pleural es malo,
presentando una tasa media de supervivencia a un afio cercana al 18%. En los casos
asociados a carcinoma broncogénico y a algunas neoplasias del tracto gastrointestinal
(estdbmago), la tasa de supervivencia resulta significativamente mas corta. Por contra,
en el caso del carcinoma mamario la supervivencia puede ser mayor en varios meses

o incluso afos’.

En lo que respecta al derrame pleural maligno asociado al mesotelioma pleural, la
existencia o no de éste acompafando a la proliferacion neoplasica de la pleura, no
parece representar un factor con clara significacién estadistica en la prevision del

prondstico.

1.6.- Tratamiento

En la actualidad el derrame pleural maligno supone un reto terapéutico por la
escasa posibilidad de lograr el control de la diseminacién de un proceso neoplasico

primitivo o metastasico en la pleura.

12
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Este es el motivo por el que la mayor parte de los tratamientos empleados se
centran mas en la paliacién y el control de los sintomas que en la curacion y
erradicacion del proceso?, intentando aportar a los pacientes una calidad de vida lo

mas prolongada posible y con el minimo de efectos secundarios asociados®.

Los tratamientos paliativos o de control de sintomas que se emplean en la
actualidad son diversos, dependiendo su eleccion de diferentes factores como el
estado general del paciente, la intensidad vy tipo de clinica presente, la respuesta del
tumor a tratamientos sistémicos o el grado de re-expansién pulmonar tras la
evacuacion del derrame. En la guia de manejo del derrame pleural maligno de la
sociedad britanica del térax (BTS) publicada en el ano 2010, las alternativas
terapéuticas consideradas son: la observacion, las toracocentesis evacuadoras
repetidas, el drenaje pleural, la pleurodesis (a través de drenaje o mediante

videotoracoscopia) y la colocacion de un catéter pleural tunelizado permanente®.

Recientemente otros estudios afiaden a los procedimientos citados la consideracion

del empleo de nuevas terapias oncoldgicas locales a nivel intrapleural'?.

En pacientes con deterioro importante del estado general y/o estimacion de un
tiempo de supervivencia no superior a 3 meses, estaria aconsejada, en razén de su
caracter minimamente invasivo, la realizacion de punciones evacuadoras de
repeticion. En los pacientes con afectacion general moderada o leve y supervivencia

estimada mas prolongada, se debera considerar la colocacion de un drenaje pleural.

Cuando el estado general y funcional del paciente lo permitan, deberia ser valorada
la realizacion de una videotoracoscopia. Con esta técnica, se posibilitara la evacuacion
del derrame, la realizacion de biopsias de la pleura bajo vision directa y la realizacion

de pleurodesis. Los efectos adversos de esta técnica son escasos y en general leves.

En los casos en los que no sea posible una expansiéon pulmonar completa tras la
evacuacion del derrame, la pleurodesis raramente resultara efectiva y la persistencia

del derrame podria obligar a la instauracion de un catéter pleural permanente’24,
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La realizacion de pleurectomia o decorticacion, supone un planteamiento
terapéutico con aceptacién amplia para el tratamiento multimodal con intencién
curativa del mesotelioma pleural maligno en sus estadios precoces. Por el contrario,
en el derrame pleural de origen metastasico no existen estudios con nivel de evidencia

suficiente para justificar su realizacion'2.

2.- Nuevas terapias. Tratamientos intrapleurales

2.1.- Desarrollo de la terapia intrapleural

En razoén de lo expuesto, actualmente el tratamiento de las enfermedades malignas
primitivas y metastasicas de la pleura se ve seguido en general de resultados escasos

y poco satisfactorios.

La exéresis quirurgica de la afectacion pleural tan solo estaria indicada en los
procesos primitivos y limitada a los estadios iniciales de estas neoplasias. En todo
caso dicha terapia unicamente se encuentra justificada en el contexto de un

tratamiento multimodal.

En el caso de la afectacion pleural metastasica, el rendimiento de los tratamientos
oncoldgicos sistémicos disponibles resulta muy escaso y la citorreduccion mediante

técnicas quirurgicas, en principio, no estaria indicada.

Por estos motivos se hace necesaria la investigacion de nuevas modalidades
terapéuticas, que deberan centrar su objetivo en la erradicacion de las células
tumorales pleurales y la posible infiltracién tisular subyacente, consiguiendo asi un
mejor control del proceso con el consecuente aumento de la supervivencia y calidad

de vida de estos pacientes.
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En el caso que nos ocupa resulta un factor determinante el hecho de que la
enfermedad maligna se desarrolla en una cavidad facilmente accesible a la
exploracion, toma de biopsias y estudio repetido del liquido pleural. Por todo ello la
seguridad, eficacia y respuesta celular asociadas a las terapias intrapleurales pueden
ser facilmente analizadas y evaluadas. En este sentido las neoplasias pleurales
presentan caracteristicas que las hacen dianas muy atractivas para este tipo de
abordaje, especialmente en el caso del mesotelioma pleural maligno, ya que su
morbimortalidad esta ligada a su agresividad local mas que a la diseminacion a

distancia®.

El concepto de terapia intrapleural en el tratamiento de las neoplasias pleurales,
surge inicialmente al observarse una mejor supervivencia en los pacientes sometidos a
cirugia de exéresis por carcinoma broncogénico que desarrollaron un empiema en el
periodo postoperatorio. A principios de los afios 70 se postuld la teoria de que el
ambiente inflamatorio local secundario al empiema, generaba una respuesta inmune
antitumoral que mejoraba el control de la enfermedad y por tanto la supervivencia del
paciente. En este sentido el espacio pleural se convierte, de manera tedrica, en un
lugar ideal para la induccién de una amplia variedad de respuestas antitumorales

frente al proceso neoplasico®.

Basandose en dicho supuesto, diferentes grupos de investigacién realizaron
experimentos sustentados en la hipotesis de que la instilacion intrapleural del bacilo de
Calmette-Guérin (BCG) podria iniciar una respuesta inmune inespecifica capaz de
generar efectos antitumorales semejantes a los producidos por el empiema, pero
evitando las complicaciones asociadas a una infeccion pleural grave. A pesar de que
uno de estos estudios concluyd que una dosis uUnica de BCG intrapleural tras la
reseccion quirdrgica de carcinoma broncopulmonar mejoraba la supervivencia en
estadio | de la enfermedad, dicho resultado no resulté corroborado por otros estudios

randomizados posteriores en los que se incluyé a un mayor nimero de pacientes.

Sin embargo, la importancia de este tipo de ensayos radica en que sentaron la
base de que el espacio pleural es una localizacién ideal para la administracién eficaz y
segura de nuevos agentes terapéuticos, promoviendo las investigaciones actuales
centradas en la inmunoterapia, la terapia génica y la administracion de agentes

citotoxicos en la cavidad pleural®.
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2.2.- Inmunoterapia intrapleural

El efecto terapéutico de la inmunoterapia en neoplasias malignas como el
melanoma o el carcinoma de células renales es sobradamente conocido. En estas
enfermedades citoquinas exdgenas, anticuerpos monoclonales y vacunas anti-tumor,

han contribuido a la induccién de una respuesta antitumoral efectiva.

En el caso del mesotelioma pleural maligno también ha sido ensayada la terapia
inmune, a pesar de la constatacion de un microambiente tumoral significativamente
inmunosupresor’. Ademas de los mecanismos innatos del tumor para la evasion del
sistema inmune, los pacientes afectos de mesotelioma pleural maligno presentan
anormalidades de la inmunidad humoral y mediada por células, defectos en la funcion
celular de macréfagos y células NK y alteraciones de la toxicidad celular anticuerpo-

dependiente mediada por células.

No obstante existe la creencia de que niveles elevados a nivel local de
determinadas citoquinas proinflamatorias podrian vencer la resistencia inmune innata
asociada al mesotelioma pleural maligno, por lo que se han llevado a cabo multiples
ensayos clinicos de infusion intrapleural de diversas citoquinas - interleuquina 2 (IL-2),
interferén alfa (INF-a ) e interferon gamma (INF-y ) -, pudiendo apreciarse diversos

grados de regresion tumoral®”.

En este sentido los estudios mas prometedores son los dirigidos por Boutin®®
evaluando la actividad del INF-y en pacientes afectos de mesotelioma pleural maligno,
constatandose una toxicidad minima y la presencia de respuesta completa (confirmada
mediante videotoracoscopia) en algunos pacientes que presentaban enfermedad en
estadio IA. La dificultad para el uso clinico del INF-y en Europa ha limitado el

desarrollo de mas estudios en esta linea.

Yanagawa'® también empled el INF-y en pacientes que presentaban derrame
pleural maligno secundario a carcinoma broncogénico, observando aclaramiento
completo de las células tumorales en el liquido pleural en algunos casos, asi como

respuesta radiolégica parcial, sin que se notificase toxicidad alguna.
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Goey" estudio el efecto de la instilacion de IL-2 diariamente durante 14 dias en 23
pacientes con mesotelioma pleural maligno en estadios I-lIlA, observando una
respuesta parcial en el 19% de los pacientes, sin apreciarse en ningun caso respuesta
completa. La toxicidad detectada consistié fundamentalmente en la aparicion de fiebre

y eosinofilia.

Sartori y colaboradores’® llevaron a cabo un ensayo clinico prospectivo y
randomizado, en el que comparaban el efecto de los citostaticos intrapleurales y la
inmunoterapia intrapleural. 160 pacientes con derrame pleural maligno recidivante
fueron randomizados para recibir bleomicina intrapleural (n=83) o interferon alfa-2b
(n=77), administrandose una dosis Unica de bleomicina de 0.75 mg/Kg de peso y un
millon de unidades por cada 10 Kg de peso de interferén alfa-2b, en 6 ciclos con un
intervalo de 4 dias. La respuesta a los 30 dias fue del 84.3% para la bleomicina y del
62.3% para el interferén (p=.002) y el tiempo medio de progresion fue de 93 dias para
el grupo de la bleomicina y de 59 dias para el grupo del interferén (p<.001), sin
apreciarse diferencias significativas en el tiempo medio de supervivencia. Dichos
resultados sugieren que la quimioterapia intrapleural con bleomicina es mas eficaz en
el control del derrame pleural maligno que la inmunoterapia intrapleural con interferéon
alfa-2b, en lo que a la paliacién y control de sintomas se refiere, si bien dichos
resultados podrian atribuirse al efecto de pleurodesis inducido por la bleomicina, mas

que a un efecto citotdxico en las células tumorales pleurales.

Ademas de los estudios con agentes inmunomoduladores especificos que han sido
comentados, existen otras lineas de investigacion en las que se trata de generar una
respuesta inmune antitumoral en el espacio pleural empleando agentes
inmunoestimuladores inespecificos. Algunos de estos agentes activadores de la
inmunidad incluyen superantigenos bacterianos inactivados procedentes de
Streptococcus (OK-432) o de Staphilococcus (SSAg). En estos casos no se han
objetivado respuestas citoldgicas favorables con el empleo del OK-432" aunque si se
han registrado resultados satisfactorios, en lo que al control de sintomas se refiere, asi

como una discreta mejoria de la supervivencia, tras la administraccion SSAg™.
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2.3.- Terapia génica intrapleural

Los avances en genética molecular y tecnologia de transferencia génica han
facilitado el desarrollo de esta terapia consistente en la modificacién de la estructura
génica de las células con fines terapéuticos. En la actualidad, el concepto de terapia
génica abarca el tratamiento de cualquier estado fisiopatolégico basado en la
transferencia de material genético, incluyendo ADNcomplementario (cDNA), genes
completos, ARN interferente de pequefio tamafio (si-RNA), oligonucleétidos y células

modificadas genéticamente®.

La terapia génica en el espacio pleural ofrece multiples ventajas potenciales,
relacionadas con el hecho de que el espacio pleural presenta una amplia superficie
tapizada por una fina capa de mesotelio. Ello supone una configuracion ideal para una
transferencia génica eficiente mediante la instilacion de liquidos o células en
suspension en el interior de la cavidad pleural. Ademas el acceso a la cavidad pleural
es sencillo y seguro vy, al contrario de lo que ocurre en la cavidad peritoneal en la que
el desarrollo de adherencias e inflamacion puede originar complicaciones severas, la
sinfisis del espacio pleural no supone un problema, resultando de hecho en muchos

casos, deseableb.

2.3.1.- Terapia con vectores de transferencia génica

El primer requisito para el éxito de la terapia génica es la posibilidad de una
administracion eficiente del material génico, para lo cual se han desarrollado una
amplia variedad de vectores de transferencia génica virales y no virales. Cada uno de
estos vectores presenta ventajas concretas en funcion de la capacidad de transporte
del ADN, el tipo de células diana, eficiencia de transferencia génica in vivo, durabilidad

de la expresion y capacidad de induccion de inflamacion®.
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2.3.1.1.- Retrovirus

Su principal ventaja deriva de su capacidad para lograr in vitro una transferencia
génica eficiente en una amplia variedad de células diana, ademas de conseguir una
expresion prolongada y la integracion en el genoma del huésped. Los retrovirus han
sido empleados en la transduccion de células mesoteliales o tumorales in vitro con
posterior reinyeccion de las mismas, sin embargo el éxito de su empleo en la cavidad
pleural es limitado debido a los glicosaminoglicanos y proteoglicanos del condroitin

sulfato, que inhiben la correcta transferencia génica®.

2.3.1.2.- Adenovirus

Los vectores mas ampliamente empleados en los ensayos clinicos realizados en
humanos son los adenovirus recombinantes: adenovirus con deleccion de
determinadas regiones génicas que han sido reemplazadas con genes terapéuticos
controlados por promotores tumorales especificos o generales. Estos vectores ofrecen
como principales ventajas la elevada eficiencia en la transduccion a las células diana y
los elevados niveles de expresion del transgen administrado, asi como la induccion de
una respuesta inflamatoria local y sistémica. En lo que a los inconvenientes se refiere,
debe destacarse la transitoriedad de la expresiéon génica. Las células mesoteliales
sanas Yy las células tumorales del mesotelioma han sido transducidas por vectores
adenoviricos in vitro e in vivo. En este sentido existen estudios en los que se ha
confirmado la transferencia génica intratumoral en el espacio pleural, mediante la
deteccion de ADN y ARN transgénico, asi como de determinadas proteinas, a los 3

dias de la instilacion del vector!®.
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2.3.1.3.- Vectores no viricos

Existe una amplia variedad de vectores no viricos, siendo los liposomas los mas
comunmente empleados, tanto en los ensayos clinicos humanos como en los modelos

animales.

Los liposomas son bicapas lipidicas artificiales disefiadas para translocar drogas o
acidos nucleicos en el citosol celular mediante la fusién a la membrana celular o
endocitosis. Los complejos liposoma-ADN son menos eficientes que los vectores
viricos y Unicamente proporcionan expresién génica transitoria, sin embargo ofrecen
simplicidad en su creacion, aumento en la capacidad de envoltura del ADN y un alto

grado de seguridad.

Hortobagyi y colaboradores' desarrollaron un ensayo fase | en el que se
administraban semanalmente liposomas que contenian el gen adenovirico E1A (DCC-
E1A) en la cavidad pleural o peritoneal. Participaron 18 pacientes con diseminacion
metastasica de carcinoma mamario o de ovario a nivel de la serosa peritoneal y/o
pleural. La expresién del gen E1A en las células tumorales fue detectada mediante
técnicas de inmunohistoquimica y por transcripcion inversa de la reaccién en cadena
de la polimerasa (RT-PCR), apreciandose infra-regulaciéon del HER-2/neu y apoptosis
de las células tumorales. La toxicidad asociada consistio en fiebre, nauseas y

molestias en el lugar de inyeccion.

2.3.2.- Terapia con genes

En la actualidad estan siendo investigadas multiples lineas de terapia génica para
diferentes tipos de tumores, en las que se incluye el empleo de genes suicidas, genes

supresores de tumores y genes inmunomoduladores®.
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2.3.2.1- Terapia con genes suicidas

Este tipo de terapia implica la administracion de ADN codificador para un enzima
capaz de transformar una sustancia (generalmente farmacos) en un metabolito toxico.
El vector mas ampliamente estudiado para la vehiculacion de genes suicidas son los
adenovirus y la enzima empleada con mas frecuencia en los ensayos clinicos en
humanos y en modelos animales, es la timidina quinasa del virus del herpes simple
tipo 1 (HSVtk), que sensibiliza a las células tumorales frente a los analogos de
nucledsidos del ganciclovir y valaciclovir. Su eficacia terapéutica se ve aumentada
debido a que no es necesaria la expresion transgénica en todas las células tumorales
para la regresion tumoral y a que induce respuestas inmunes antitumorales capaces

de destruir células cancerigenas que no expresen HSVtk'7:1819.20,

2.3.2.2.- Terapia con genes supresores de tumores

Una de las primeras aproximaciones a la terapia génica en las neoplasias ha sido la
compensacion de las mutaciones, es decir, reemplazar los genes supresores de
tumores mutados o ausentes responsables del fenotipo maligno de las células
tumorales. La administracién intratumoral del gen de la variante salvaje del p53 (wt-
p53), se ha llevado a cabo en diversos ensayos clinicos realizados con enfermos

afectos de carcinoma broncogénico y otras variantes de tumores sélidos®.
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Los vectores adenoviricos transportadores de wt-p53 han sido aprobados en China
para su inyeccion intratumoral en neoplasias de cabeza y cuello y han sido empleados
ocasionalmente en el tratamiento del carcinoma broncogénico. Dong y colaboradores?’!
evaluaron la eficacia de la inyeccion de adenovirus recombinante wt-p53 (rAd-p53)
combinada con la administracién intrapleural o intraperitoneal de cisplatino, en el
tratamiento del derrame pleural maligno y la ascitis neoplasica. Tras la realizacion de
toracocentesis o paracentesis, los pacientes recibieron rAd-p53 intracavitario una vez
a la semana durante 4 semanas consecutivas, asociado a cisplatino intracavitario a
las 48 horas de la administracion del rAd-p53 (grupo de tratamiento (n=27)). En el
grupo control solo se administrd cisplatino (n=21). La respuesta se determind
evaluando la evolucién del derrame pleural o la ascitis, mediante la clinica y estudios
de imagen -Tomografia computarizada (TC)- y analiticos (marcadores tumorales). La
tasa de efectividad global determinada en el grupo de tratamiento resulté de un 63%

frente a un 42% en el grupo control.

En un estudio de similares caracteristicas, Zhao y colaboradores?? evaluaron la
eficacia clinica y la toxicidad del rAd-p53 combinado con cisplatino en 35 pacientes
que presentaban derrame pleural maligno asociado a carcinoma broncogénico. Los 35
pacientes fueron randomizados para recibir el tratamiento combinado (n=17) o sélo el
cisplatino (n=18), administrandose ademas en ambos grupos tratamiento
quimioterapico sistémico con vinorelbina. La tasa total de efectividad en el control del
derrame pleural fue de un 82.35% en el grupo de tratamiento combinado y de un 50%

en el grupo control (p<.05) y la toxicidad registrada resulté escasa.

A pesar de los aparentemente buenos resultados en ambos estudios, debe
sefialarse la limitacién de que no se han evaluado la regresion de la enfermedad ni la
supervivencia, por lo que es posible que los resultados obtenidos sean debidos a la

induccién de una reaccion inflamatoria y la consecuente pleurodesis.
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2.3.3.- Terapia con citoquinas

El desarrollo de genes codificadores de citoquinas para el tratamiento de pacientes
con neoplasias pleurales genera un gran interés. La expresion génica de citoquinas
por las células tumorales originaria un elevado nivel de citoquinas intratumorales
induciendo la apoptosis celular en el tumor, inhibiendo la angiogénesis y generando
una respuesta inmune antitumoral de tipo celular y humoral. La activacion de células
dendriticas tumor-infiltrantes que migrarian a ganglios linfaticos regionales, estimularia
la produccion de linfocitos T CD8 y CD4 especificos de tumor, facilitando asi la
citotoxicidad antitumoral a distancia. Al mismo tiempo se incrementarian las citoquinas
proinflamatorias intratumorales como la IL-2 y la IL-12, venciéndose las sefiales de
tolerancia para producir linfocitos T citotoxicos especificos de tumor y activar las

células NK.

Los ensayos clinicos realizados hasta el momento en los que se ha administrado a
nivel intrapleural interferon recombinante con un adenovirus como vector, han
documentado una ftransferencia génica exitosa, induciendo respuestas inmunes
antitumorales de tipo humoral y celular, sin embargo la eficacia de dichas terapias ha
sido limitada. Debido a la complejidad en la patogénesis de multiples neoplasias
malignas, el futuro radica en la combinacion de terapias que empleen otras citoquinas

inmunoestimuladoras o vacunas tumorales®.

2.4.- Lesion celular asociada a la hipertermia. Hipertemia intracavitaria

La teoria sobre el dafio tisular provocado por los efectos de la hipertermia a nivel
celular, ha sido la causa de multiples investigaciones desde hace décadas. En la
actualidad, es conocido que la hipertermia aumenta la permeabilidad celular, altera el

metabolismo de las células y mejora el transporte de membrana de algunos farmacos.

23



INTRODUCCION

El primer estudio documentado en relacion al efecto de la hipertermia a nivel
celular, corresponde a Lambert y se desarrollé en el afio 1912. Empleando uno de los
primeros sistemas de cultivo celular, evidencié que las células sarcomatosas de rata

y ratdn eran mas termosensibles que las células mesenquimales sanas?.

Vollmar en 1941, llevé a cabo un estudio sobre la supervivencia celular a
temperaturas supranormales empleando también células de roedores. Compard el
efecto de la hipertermia en células esplénicas sanas (fibroblastos) y en células
neoplasicas (sarcoma de Jensen), determinando que las células neoplasicas podian
ser eliminadas con temperaturas de entre 40 °C y 42 °C, mientras que las células

sanas resistian la exposicion a temperaturas superiores a 43 °C?4,

En 1966 Bender y Schramm publicitaron los resultados del efecto de la hipertermia
sobre células procedentes de cultivos celulares de 46 tipos diferentes de tumores
animales y humanos. Las células fueron sometidas durante 30 minutos a diferentes
temperaturas empleandose como grupo control células de cultivos embrionarios de
diferentes 6rganos de 6 especies diferentes. Se pudo observar que las células
tumorales eran 1°C a 2°C mas termosensibles que las células sanas, no obstante no
se estimé de forma cuantitativa el efecto de la hipertermia. También en 1966,
Auersperg publicé un estudio realizado con fibroblastos humanos sanos y células
epiteliales derivadas de lineas carcinomatosas, determinando que las células
neoplasicas presentaban mayor supervivencia que los fibroblastos tras ser sometidas
a temperaturas elevadas. Sin embargo todas las determinaciones de viabilidad celular
se realizaron con métodos indirectos de tincion que posteriormente demostraron no

ser fiables para dichas determinaciones?.

Chen y Heidelberger en 1969 objetivaron mayor termosensibilidad en células
prostaticas de raton tras su transformacion maligna mediante un tratamiento con
hidrocarburos aromaticos policiclicos. Dichas células presentaban capacidad de
inducir tumores al ser inoculadas en ratones singénicos, demostrando que cuando las
células adquirian caracteristicas de malignidad se hacian mas termosensibles de lo

que eran en su origen?*,
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En 1976 Giovanella y colaboradores publicaron los resultados de un estudio en el
que se comparaba el efecto letal selectivo in vitro de la hipertermia en células
neoplasicas, en relacion a ceélulas sanas del mismo tipo histologico. Las células
tumorales se obtuvieron de piezas quirdrgicas de intervenciones realizadas en
humanos y se procesaron en laboratorio para su cultivo in vitro como lineas celulares
con capacidad indefinida de reproduccion. Dichas células se inocularon en ratones
timo-deficientes y el trabajo experimental se llevé a cabo con el tejido obtenido de los
tumores desarrollados en los roedores. Las células sanas fueron obtenidas de tejidos
fetales de embriones humanos de entre 6 y 12 semanas procedentes de abortos
terapéuticos. Los cultivos celulares fueron sometidos a temperaturas de 42.5°C a 43°C
y se extrajeron células a las 2, 4 y 8 horas, volviéndose a incubar posteriormente a
37°C. A pesar de la amplia fluctuacion en cuanto a la sensibilidad entre los diferentes
tipos histologicos, en todos los casos las células neoplasicas se vieron afectadas mas

severamente por la hipertermia que las células sanas?.

Alentados por estos resultados y basandose en la teoria de que la hipertermia
podria inducir apoptosis en las células neoplasicas, en los afios 80 se inician los
primeros estudios de infusién de soluciones hipertérmicas con intencion terapéutica a
nivel peritoneal en modelos animales. Aproximadamente una década mas tarde, se

comienza la experimentacion de la hipertermia a nivel intrapleural?®.

2.5.- Quimioterapia intrapleural

Las enfermedades malignas que afectan a la pleura presentan en la mayor parte de
los casos un prondstico sombrio a corto plazo. Las neoplasias primitivas de la pleura
se caracterizan por presentar agresividad y progresién principalmente a nivel
locorregional y, a pesar de que la exéresis quirurgica completa puede ser posible en
algunas circunstancias, la probabilidad de que exista enfermedad residual
microscopica es muy elevada. En los casos de afectacion pleural metastasica, el

abordaje quirurgico estaria, en principio, contraindicado.
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Dichas particularidades han hecho necesario el desarrollo de nuevas terapias que
permitan un mejor control de la enfermedad a nivel local, siendo en la actualidad una
de las mas relevantes la administracion de farmacos con efecto citostatico en el
espacio pleural. Por otra parte, la cavidad pleural ofrece una facil accesibilidad para la

aplicacion de este tipo de tratamientos y la evaluacion de su efectividad®.

El empleo de la quimioterapia a nivel intracavitario en el espacio pleural, surge de
la hipdtesis de que la administracién de citostaticos a nivel local tendria un mayor
efecto antitumoral, debido al contacto directo del farmaco con las células tumorales y a
la posibilidad de administrar una mayor dosis de farmaco con menores (o casi

inexistentes) efectos adversos a nivel sistémico?.

En los ultimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios que han tratado de
determinar la efectividad de la administracion intrapleural de citostaticos a pacientes
afectos de neoplasias pleurales de diversa estirpe. En todos ellos han sido empleados
diferentes farmacos a diversas concentraciones y siguiendo multiples esquemas
terapéuticos, siendo los resultados disponibles hasta la fecha, discordantes vy
contradictorios. Algunos de estos estudios han obtenido beneficios en la supervivencia
mientras que en otros no se han detectado diferencias en este sentido. Por otra parte
en la mayor parte de los mismos el numero de pacientes es escaso y carecen de

randomizacion, por lo que los datos obtenidos deben ser considerados con cautela.

Todo ello hace que en la actualidad la efectividad de la quimioterapia intrapleural no
esté del todo aclarada y no se disponga de la evidencia cientifica necesaria para su

administracion protocolizada?®.

Un supuesto sobre el que se ha teorizado ampliamente, es el de que la asociacion
de hipertermia a la quimioterapia intrapleural podria aumentar su eficacia, dado que
los efectos del incremento térmico harian a las células mas vulnerables al efecto de los
citotoxicos. Ya en los afios 80 se publicitaron trabajos en modelos animales que
evidenciaban que la hipertermia potenciaba el efecto citotéxico de algunos

quimioterapicos?’.
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Sobre la base de estas teorias y los resultados de multiples estudios, se inicia de
forma progresiva el desarrollo de la terapia local en las enfermedades neoplasicas de
las serosas, mediante la aplicacién de quimioterapia o de hipertermia aisladas, asi

como de quimioterapia hipertérmica a nivel intracavitario.

A modo de resumen podemos decir que las terapias inmunomoduladoras podrian
resultar beneficiosas en fases iniciales de la enfermedad y parecen aportar mejores
efectos en cuanto a pleurodesis y control del derrame pleural que los tratamientos
empleados hasta el momento. La terapia génica puede convertirse en un tratamiento
prometedor, pero aun son necesarios multiples estudios randomizados y que incluyan
un amplio numero de pacientes para poder plantear su empleo en la clinica. La
quimioterapia intrapleural aislada ofrece, en principio, un escaso beneficio en el
tratamiento de las neoplasias pleurales. Sin embargo, si tenemos en cuenta los
resultados de multiples publicaciones, la aplicacién de quimioterapia hipertérmica,
asociada o0 no a cirugia cito-reductora, parece mostrar una gran eficacia como

alternativa terapéutica en el manejo de la afectacion neoplasica de la pleura®.

3.- Efecto de la hipertermia, de los citostaticos y de la
guimioterapia hipertérmica a nivel local. Resultados de la

guimioterapia hipertérmica intrapleural

La evolucidon y el interés en este nuevo tipo de tratamientos se han ido
incrementando paulatinamente. En los ultimos afos han sido muchos los grupos de
investigacion que han llevado a cabo diversos estudios con el fin de determinar la

eficacia y seguridad de la aplicacion de quimioterapia hipertérmica a nivel intrapleural.
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Para poder establecer cual es el estado actual, en lo que a la investigacion vy
aplicacion de la quimioterapia hipertérmica intrapleural se refiere, a continuacién
referiremos la metodologia y los resultados de los estudios mas relevantes que han
sido publicados en este sentido. La mayor parte de los trabajos citados corresponden
a publicaciones de los ultimos afios, debido a que el periodo de mayor actividad
investigadora y produccion cientifica en este campo comenzo a principios de los afios
2000.

En 1994 se publica en Chest el trabajo de Figlin?® relativo al ensayo 861 del lung
cancer study group (LCSG), que parte de la teoria de que la administracion intrapleural
de agentes quimioterapicos tendria un efecto potencialmente ventajoso en el
tratamiento del derrame pleural maligno respecto a los agentes esclerosantes. El
estudio se basa en el hecho de que la administracién de quimioterapia intrapleural no
sélo lograria un mejor control del derrame, sino que ademas controlaria la enfermedad
subyacente. En el ensayo participaron 46 pacientes sintomaticos afectos de derrame
pleural maligno en relacion con diferentes neoplasias, con demostracién citolégica de
malignidad en todos los casos y ausencia de aplicacion de tratamientos previos para el
control del derrame. Una unica dosis de cisplatino (100 mg/m2) y citarabina (1,200 mg)
fue administrada a nivel intrapleural a través de un drenaje toracico que se retird
inmediatamente después de la instilacién. La tasa de respuesta global al tratamiento
fue del 49% y la mediana de tiempo en que se mantuvo la respuesta fue de 9 meses
en los casos de respuesta completa y de 5,1 meses para la respuesta parcial. La
toxicidad registrada fue muy escasa y de grado leve en todos los casos. El estudio
concluye que la administracion de citostaticos en el régimen ensayado no se muestra

superior a la pleurodesis con agentes eclerosantes.

En 1999 Thoda y colaboradores? realizan un estudio en 70 pacientes afectos de
derrame pleural maligno asociado a carcinoma pulmonar no microcitico. Tras la
evacuacion del derrame se administré una dosis simultéanea de cisplatino (80 mg/m2) y
etopdsido (80 mg/m2) en la cavidad pleural que se mantuvo durante 72 horas. La tasa
global de respuesta fue de un 46,2%, la mediana de supervivencia de 32.2 semanas,
la tasa de supervivencia a un afio del 28,7% y la tasa de supervivencia a los dos afos
del 12,8%. Las reacciones adversas observadas fueron anemia, vomitos, toxicidad
pulmonar leve, fiebre e infeccion. Dichos resultados apoyaban la administraciéon
intrapleural conjunta de cisplatino y etopdésido como una opcion efectiva en el

tratamiento de estos pacientes.
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Shoji y colaboradores® publican en el afio 2002 los resultados de un estudio
prospectivo en el que se incluyen 22 pacientes con derrame pleural maligno
demostrado histolégicamente (17 casos secundario a carcinoma pulmonar, 3 casos
secundario a mesotelioma y 2 casos secundario a carcinoma mamario). Se administro
5 fluorouracilo (5-FU) a dosis de 250 mg y cisplatino (10 mg) 2 veces por semana de
forma repetida, a través de un catéter permanente con tunelizacién subcutanea y
reservorio. De manera concomitante se administré6 por via oral UFT, un agente
anticanceroso desarrollado y aprobado para el uso clinico en Japén, derivado del 5
fluorouracilo. La media de la dosis total administrada de 5-FU y cisplatino fue de 3,290
mg y 124 mg respectivamente y la tasa media de administraciones de 17,3 +/- 11,6. El
periodo medio de seguimiento fue de 431 dias (209-792) con una mediana de
supervivencia global de 402 dias. En 2 de los 3 casos de mesotelioma y en todos los
casos de carcinoma mamario, no se calculé la mediana de supervivencia por
permanecer vivos los pacientes al finalizar el tiempo de seguimiento. No se registré
mortalidad asociada al tratamiento ni tampoco casos de toxicidad renal, infecciosa o
hematoldgica. El estudio concluye que la administracion repetida de citostaticos
intrapleurales es un procedimiento seguro y eficaz en el tratamiento de los derrames
pleurales malignos, aunque considera necesaria la realizacion de estudios
randomizados con un mayor nimero de pacientes para poder establecer de forma

definitiva la efectividad de dicha terapia.

En 2004 Chang y Sugarbaker®!, autores pioneros en esta linea de investigacion,
publican los resultados de la aplicacion de quimioterapia hipertérmica intraoperatoria
tras reseccion quirdrgica de mesotelioma pleural maligno. El objetivo del estudio fue
ensayar el efecto sinérgico y de potenciacién de la hipertermia y los citostaticos a nivel
intrapleural, estableciéndose dos grupos de pacientes en funcion del tipo de exéresis
quirurgica realizada: neumonectomia extrapleural (n=50) o pleurectomia/decorticacion
(n=44). Tras finalizar la cirugia se realiz6é lavado de la cavidad pleural mediante dos
drenajes toracicos de grueso calibre (de entrada y salida) conectados a un sistema de
circulacion extracorpérea. El volumen de lavado empleado se ajustd en cada paciente
para mantener la cavidad pleural rellena por completo, aumentando asi la superficie
de tratamiento. La dosis de cisplatino administrada fue de fue de 250 mg/m2 en el
grupo de la neumonectomia y de 225 mg/m2 en el grupo de la decorticacion. La
infusién se realizé a 42°C durante 60 minutos. Posteriormente fue administrada una
solucion de tiosulfato sédico (agente que ha demostrado neutralizar el cisplatino), con

el fin de reducir la toxicidad asociada.

29



INTRODUCCION

En ambos casos los resultados de morbimortalidad y toxicidad se compararon con
los de un grupo control, en el que se practic6 una neumonectomia extrapleural sin
aplicacion posterior de quimioterapia hipertérmica. La mortalidad resulté discretamente
superior en el grupo de la decorticacion, posiblemente en relacién con un peor status
general y cardiopulmonar de los pacientes de este grupo (condicionantes de la
realizacion de una cirugia menos agresiva). La morbilidad resulté mayor de forma
significativa en el grupo de la neumonectomia. No se apreciaron diferencias
significativas en cuanto a toxicidad renal o hematolégica. Los autores concluyen que
este tipo de terapia es segura, por lo que podria valorarse su aplicacion en la clinica.
No obstante, consideran necesarios estudios prospectivos randomizados para poder

establecer su efectividad en términos de supervivencia y tiempo libre de enfermedad.

También en 2004, Matsuzaki®? publica uno de los pocos estudios que existen al
respecto en el que se determina el efecto a nivel celular de la quimioterapia
hipertérmica. Basandose en los datos sobre induccién de apoptosis en células
tumorales y la potenciacién del efecto citotoxico de algunos quimioterapicos por la
hipertermia, el trabajo se propone determinar el porcentaje de apoptosis celular en
células de liquidos pleurales neoplasicos, antes y después de la administracion de
quimioterapia hipertérmica intrapleural. Ademas se compara la supervivencia de los
pacientes sometidos al tratamiento intrapleural con la de un grupo control. 11
pacientes que presentaban adenocarcinoma pulmonar con afectacion pleural (sin
afectacion extratoracica), fueron sometidos a cirugia de exéresis de la lesion pulmonar
y posterior perfusion intrapleural del citostatico (cisplatino). La perfusion se realizd
irrigando la cavidad pleural durante 2 horas con tres litros de una solucién salina al
43% que contenia 200 mg/m2 de cisplatino. Resulta llamativo que en la publicacién no
se especifica la temperatura a la que se realizo la irrigacion, unicamente se describe
que se aplica el tratamiento “incrementando la temperatura” y se utiliza asi mismo el
término hipertermia, pero sin citar la temperatura exacta de infusién del farmaco.
Todos los pacientes recibieron ademas tratamiento complementario adyuvante con
quimioterapia sistémica. Se recogieron células del liquido pleural antes de la perfusion
y 24 horas después del tratamiento, determinandose el porcentaje de apoptosis celular

mediante tincion inmunohistoquimica.
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Para el estudio de supervivencia se comparé a los pacientes sometidos a
quimioterapia hipertérmica con otro grupo de 11 pacientes de similares caracteristicas
sometidos a cirugia y quimioterapia sistémica complementaria, sin perfusién de
quimioterapia hipertérmica intrapleural. El indice de apoptosis celular en el liquido
pleural antes de la infusion de cisplatino hipertérmico resulté de un 2,8% +/- 2.0%, y
del 25,2%+/- 4,6% a las 24 horas del tratamiento (estadisticamente significativo). El
tiempo medio de supervivencia en los pacientes sometidos al tratamiento intrapleural
fue de 20 meses, mientras que en el grupo control fue de 6 meses. Matsuzaki
concluye que la quimioterapia hipertérmica a nivel local induce apoptosis celular y
proporciona un mayor control de la enfermedad aumentando la supervivencia de los

pacientes, si bien el escaso tamafio muestral hace tomar con reserva los resultados.

En 2006 Seto y colaboradores® publican los resultados de un ensayo clinico fase I
que tenia el objetivo de determinar la efectividad del tratamiento intrapleural con
cisplatino hipoténico en el control del derrame pleural maligno. Los criterios de
elegibilidad de los pacientes fueron: presentar derrame pleural maligno
citolégicamente probado secundario a carcinoma pulmonar de células no pequenas
que no se hubiera tratado previamente, ser menor de 80 afos, no presentar
alteraciones analiticas importantes referidas a la funcion renal y/o hepatica, posibilidad
de expansion pulmonar efectiva tras el tratamiento y un performance status, segun
criterios del Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), de 0 a 2. Tras evacuacion
del derrame, se instild un volumen de 500 mililitros de agua destilada con una
concentracién de cisplatino de 25 mg, que se mantuvo en la cavidad pleural durante
una hora. En ningun caso se administré quimioterapia sistémica ni radioterapia local
en las 4 semanas siguientes al tratamiento intracavitario. La toxicidad fue evaluada en
base a los criterios de la ECOG y la respuesta al tratamiento se determiné basandose
en radiografias simples de térax en proyeccién posteroanterior y lateral realizadas a
las 4 semanas de la administracién del farmaco. Se consideré respuesta completa la
ausencia de derrame pleural, respuesta parcial la presencia de derrame en una
cantidad inferior al 25% del eje mayor del hemitérax y ausencia de repuesta la
presencia de derrame pleural de mayor cuantia. En los pacientes con respuesta
parcial o completa se realizé una radiografia de térax al menos una vez al mes durante
el periodo de seguimiento. El grado de respuesta y la duracién de la misma fueron

determinados por un comité externo de revisores.
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El tiempo libre de progresién del derrame fue definido como el tiempo comprendido
entre la administracion del tratamiento y la aparicién de derrame pleural superior al
25% del eje mayor del hemitérax o fallecimiento del paciente. La supervivencia global
se establecio como el tiempo desde la inclusion en el estudio y el fallecimiento del
enfermo por cualquier causa. El primer objetivo del estudio era determinar la tasa de
respuesta global, ya que en caso de ser superior al 75% se proseguiria con la
investigacion, mientras que un resultado por debajo del 60% conllevaria la suspensién
del estudio. 80 pacientes con una edad media de 67 afios e histologia correspondiente
a adenocarcinoma pulmonar, en la mayor parte de los casos, participaron en el
estudio. No se registro toxicidad relevante. La tasa global de respuesta fue del 83%
(34% respuesta completa y 49% respuesta parcial). La mediana de tiempo de
respuesta fue de 206 dias (36 — 949), la mediana de seguimiento fue de 1045 dias,
con una media de supervivencia libre de progresién de 173 dias y una tasa a un afio
libre de progresion de un 31,8%. La mediana de supervivencia resulté de 239 dias y la
tasa de supervivencia a un afo del 39%. Los autores concluyen que la administracién
de cisplatino hipotonico parece presentar mejores resultados que otros tipos de
tratamiento empleados de forma generalizada, debido probablemente a los siguientes
factores: 1.- el agua destilada por si misma tiene citotoxicidad directa, 2.- las células
tumorales expuestas a cisplatino hipoténico aumentan sus niveles de cisplatino debido
a la hinchazén secundaria a la solucion hipoténica, 3.- la hidrolisis del cisplatino con el
agua destilada origina la formaciéon de agentes antitumorales activos. Sin embargo, a
pesar de los resultados satisfactorios, los autores consideran que son necesarios mas
estudios para poder plantear el tratamiento con cisplatino hipotdnico intrapleural como

una alternativa terapéutica.

De nuevo Matsuzaki®* publica en 2008 un estudio realizado en pacientes afectos de
mesotelioma pleural maligno, cuyo objetivo es analizar la induccion de apoptosis
celular mediante quimioterapia hipertérmica intrapleural. Dado que se trata de un
estudio con un escaso numero muestral (n=6), no se realizan estudios de
supervivencia. Los pacientes incluidos presentaban estadios avanzados de la
enfermedad (lll y IV) por lo que ninguno habia sido sometido a tratamiento quirdrgico

de exéresis.
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La infusién intrapleural se llevd a cabo bajo anestesia general, mediante la
realizacion de toracoscopia y colocacion de dos drenajes pleurales conectados a un
circuito especialmente ideado para el procedimiento. Durante dos horas se
administraron 3000 mililitros de solucidon salina a 43°C con cisplatino en una dosis de
200 mg/m2. Para determinar la apoptosis inducida por el tratamiento, se recogieron
células presentes en el fluido pleural antes de iniciar la infusidon y a las 24 y 48 horas
de la realizacion del procedimiento. Se registraron cifras de apoptosis espontanea
(determinacién basal) de un 3,8% +/- 2,0%. El porcentaje de apoptosis en las células
recogidas a las 24 y 48 hs del tratamiento, resulté del 63,8%+/-8,2% y 47,8%+/-6,9 %
respectivamente, determinandose un incremento claramente significativo, con un pico
a las 24 horas. El autor concluye la existencia de un efecto sinérgico de la hipertermia
y el cisplatino, capaz de inducir apoptosis en las células tumorales. Por otra parte, ya
que en un estudio previo del mismo autor (citado previamente) realizado en pacientes
con afectacién pleural por adenocarcinoma pulmonar el indice de apoptosis registrado
resultd inferior (de un 25,2 %), parece que el mesotelioma seria mas sensible que el
adenocarcinoma al tratamiento con quimioterapia hipertérmica. Finalmente, se apunta
la necesidad de realizar estudios con un mayor nimero de pacientes y afectacién por
neoplasias de diferentes tipos histolégicos, para poder determinar la inclusion de esta
terapia en el esquema de tratamiento multimodal empleado en enfermos con

afectacién pleural neoplasica.

A principios de 2010 Jones y colaboradores® publican los resultados de un ensayo
clinico fase | disefiado para determinar la seguridad, viabilidad y farmacocinética de la
administracion de una dosis uUnica de docetaxel intrapleural en el tratamiento del
derrame pleural maligno. Para ser incluidos en el ensayo los pacientes debian
presentar derrame pleural maligno sintomatico y confirmado histolégica o
citolégicamente, no presentar contraindicaciones para la realizacién de toracoscopia y
tener un performance status de 2 o menos en la escala ECOG. Se consideraron
criterios de exclusion la realizacion de pleurodesis previa, presencia de derrame

pleural bilateral e hipersensibilidad al docetaxel.
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Dado que el principal objetivo del ensayo era determinar la dosis maxima tolerada
de docetaxel intrapleural, los pacientes fueron asignados a una de las cuatro cohortes
establecidas en funcion de la dosis administrada: 50 mg/m2, 75 mg/m2, 100 mg/m2 o
125 mg/m2, correspondiendo la dosis mas baja (60 mg/m2) a 0.66 veces la dosis
intravenosa recomendada para el tratamiento sistémico. En el caso de que dos o mas
pacientes presentasen toxicidad importante (toxicidad limitante de dosis), serian
asignados a la cohorte inferior y dicha dosis seria determinada como la dosis maxima
tolerada. En el ensayo participaron 15 pacientes que presentaban derrame pleural
maligno secundario a carcinoma broncogénico no microcitico (n=8), carcinoma
mamario (n=4), carcinoma ovarico (n=1), carcinoma de cabeza y cuello (n=1) y
mesotelioma pleural maligno (n=1). Todos los pacientes habian recibido previamente
quimioterapia sistémica o radioterapia y el 80% recibieron nuevamente tratamiento
oncologico adyuvante tras la administracion de la quimioterapia intrapleural. Se realizd
una toracoscopia bajo anestesia general con evacuacion del derrame y colocacion de
dos drenajes pleurales. Cuando el débito resultd inferior a 300 ml/dia, no se evidencio
fuga aérea y la radiografia de térax demostré ausencia de neumotérax y/o derrame
pleural, se procedié a la instilacion de 100 mililitros de suero salino, con la dosis
correspondiente de docetaxel, a través de uno de los drenajes y se mantuvo durante 4
horas en la cavidad pleural. Se tomaron muestras de sangre periférica y liquido pleural
en el momento de la intervencion (determinacién basal) y a los 30 y 60 minutos y 6, 24
y 36 horas tras la administracion del farmaco. El grado de respuesta fue determinado
en base a criterios radiolégicos, considerandose respuesta completa la desaparicion
del derrame y respuesta parcial la reduccién del mismo en al menos un 75%. Una
reduccidn inferior al 75% o un aumento no superior al 25% se consideré6 como
estabilizacion y el aumento por encima del 25% progresion. La aparicién de efectos
adversos presentd una distribucidon heterogénea y no relacionada con la dosis
administrada. Se registré elevacién de transaminasas, dolor pleuritico, fiebre, infeccién
local y, en un escaso porcentaje de casos, taquicardia, embolismo pulmonar,

neumotdrax e hiponatremia.
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El 90% de los pacientes que recibieron una dosis de 75 mg/m2 o mayor presentaron
respuesta completa. 6 pacientes desarrollaron recurrencia del derrame y todos
fallecieron durante el periodo de seguimiento, con una mediana global de
supervivencia de 3.6 meses. La mediana de supervivencia por grupos fue de 4, 2.7,
8.5 y 3.1 meses respectivamente para las dosis de 50mg/m2, 75mg/m2, 100mg/m2 y
125 mg/m2. En cuanto a la farmacocinética, el pico de concentracion intrapleural se
alcanzé a los 60 minutos de la administracion del farmaco y los picos de concentracion
plasmatica aparecieron a las 0,5 y 6 horas posteriores a la administracion intrapleural.
El estudio concluye que la administracion de docetaxel intrapleural a las dosis
descritas es segura, aunque resultan necesarios estudios con un mayor niumero de

pacientes para poder asegurar la efectividad del tratamiento.

También en el afio 2010, Kimura®® publica los resultados de un estudio en el que se
compara el efecto de la hipertermia aislada y la quimioterapia hipertérmica en
pacientes con afectacion pleural secundaria a carcinoma broncogénico. Teniendo en
cuenta el mal prondstico y la sintomatologia que habitualmente acompana y
condiciona la calidad de vida de estos enfermos, el estudio trata de determinar si la
terapia intrapleural podria ser efectiva en la prevencion de la recidiva del derrame vy al
mismo tiempo aportar una mejoria en el pronédstico. Los 19 participantes fueron
pacientes diagnosticados de carcinoma pulmonar no microcitico, objetivandose la
diseminacion pleural (presencia de derrame neoplasico) en el momento de la cirugia
de exéresis pulmonar. 7 de los pacientes recibieron hipertermia intraoperatoria (grupo
A), 5 quimioterapia hipertérmica (grupo B) y los otros 7 no recibieron ningun
tratamiento intrapleural complementario (grupo C). Resulta llamativo que en la
publicacion no se especifican los criterios seguidos para la asignacion de los pacientes
a los distintos grupos. La edad media de los pacientes del grupo A resultd
significativamente mayor que la de los del grupo C, no existiendo diferencias
significativas en cuanto al estadio preoperatorio en el que se clasificaron los pacientes:
estadio | 8 pacientes, estadio Il 5 pacientes y estadio IlIA 6 pacientes. Todos los
participantes fueron sometidos a exéresis quirurgica de la lesion pulmonar primaria
mediante cirugia videoasistida y una vez finalizada la intervencién se procedi6 a la

irrigacion intrapleural.
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En los pacientes del grupo A se administré una solucién salina al 0,9% a una
temperatura de 43°C durante 30 minutos. En los pacientes del grupo B se administro
una solucién salina al 0,45% con 100 mg de cisplatino, en las mismas condiciones de
temperatura y tiempo que en el grupo A. Todos los pacientes recibieron tratamiento
quimioterapico sistémico complementario tras la cirugia. Se realizé lobectomia en 10
participantes, exéresis sublobar en 6 y toracotomia exploradora en 3. La mediana de
supervivencia fue de 19,4 meses en el grupo A, de 41 meses en el grupo B y de 25
meses en el grupo C, sin apreciarse diferencias estadisticamente significativas en lo
referente a la tasa de supervivencia global entre los grupos. No se detectd recidiva
durante el periodo de seguimiento en ningun paciente del grupo A, unicamente en un
caso en el grupo B y en 3 casos en el grupo C. Dicha diferencia resultd
estadisticamente significativa entre los grupos A y C, pero no asi entre los grupos Ay
B. El estudio considera que la terapia hipertérmica intrapleural, asociada o no a
citostaticos, es un procedimiento efectivo en el control del derrame pleural aunque sin

que se evidencien claros beneficios en la supervivencia.

Chen y colaboradores®” publican en el afio 2012 el estudio con mayor nimero
muestral de los que se dispone en este sentido. Se trata de un estudio prospectivo y
randomizado, con el que los autores tratan de evaluar la eficacia y seguridad del
tratamiento intrapleural combinado con cisplatino y OK-432 (picibanil) asociados a
hipertermia. Un total de 358 pacientes con derrame pleural secundario a diversas
neoplasias primarias fueron asignados aleatoriamente a dos grupos, en funcion del
tratamiento a recibir: cisplatino y OK-432 asociados a hipertermia (grupo A, n=179) o
cisplatino y OK-432 sin hipertermia (grupo B, n=179). La toxicidad detectada (nauseas,
vomitos, depresion mieloide y pirexia) resultd similar en ambos grupos. Los pacientes
del grupo A mostraron una respuesta global significativamente mas elevada que los
del grupo B, con porcentajes del 93,4% y 79,8% respectivamente. La mediana de
supervivencia resulté de 8,9 y 6,2 meses para los grupos A y B respectivamente, no
alcanzandose la significacién estadistica. Con los resultados obtenidos, los autores
concluyen que la combinacién de farmacos asociada a hipertermia resulta efectiva en
el control del derrame pleural maligno sin que pueda, por el momento, demostrarse un

beneficio en la supervivencia.
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También en el afio 2012, Lombardi® publica un estudio fase Il en el que se
administré paclitaxel intrapleural a mujeres con afectacion pleural maligna secundaria
a carcinoma de mama y ovario. Los criterios de inclusion en el estudio fueron
presentar un derrame recidivante, sintomatico e histolégicamente probado, expansion
pulmonar probada tras la evacuacion del derrame, ECOG de 0 a 2 y supervivencia
estimada superior a un mes. Se consideraron criterios de exclusion enfermedad
cardioldgica, afectacion bilateral del derrame y presencia de metastasis cerebrales. Asi
mismo, era preciso no haber recibido previamente tratamientos intrapleurales
(esclerosantes o de otro tipo) ni oncoldgicos (radio, quimio u hormonoterapia) en las 4
semanas previas a la inclusion en el estudio. De las 18 pacientes participantes, 11
presentaban carcinoma de ovario y 7 carcinoma mamario. En todos los casos habian
recibido tratamiento sistémico con quimioterapia previamente. Se colocé un drenaje
pleural de fino calibre (8 F) a todas las enfermas y cuando se comprobd
radiolégicamente la evacuacion del derrame y la adecuada expansion pulmonar, se
procedié a la administracion intrapleural de 120mg/m2 de paclitaxel diluido en 200
mililitros de suero salino, manteniéndose el citostatico durante 24 horas en la cavidad
pleural. En los casos en los que a las 72 horas de la infusion persistia un débito pleural
superior a 200 mililitros/dia, se repitié la administracién de paclitaxel con el mismo
protocolo. Se realizaron radiografias de térax al mes y a los dos meses del
procedimiento y si en la primera evaluacion se comprobaba respuesta, la paciente
podria recibir quimioterapia sistémica a criterio del evaluador. Se analizaron las
concentraciones de paclitaxel en sangre y liquido pleural a la horay a las 4 y 24 horas
de la administracion. La ausencia de derrame pleural y de sintomas se considerd
respuesta completa. La respuesta parcial correspondid a la presencia de derrame
pleural en una cuantia inferior al 50% del volumen inicial y ausencia de sintomas que
justificaran la colocacién de un drenaje pleural. En los casos en los que la recidiva del
derrame supusiera un volumen superior al 50% del inicial y se acompafase de
sintomas que aconsejasen la colocacion de un drenaje, se determind progresion de la

enfermedad y fallo del tratamiento.
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El principal objetivo del estudio era determinar la tasa de respuesta global al
tratamiento y como objetivos secundarios se fijaron la determinacion del tiempo de
progresion (calculado como el tiempo desde la administracion del tratamiento hasta la
progresion de la enfermedad o fallecimiento) y la seguridad y supervivencia global
(calculada como el tiempo desde la administracion del tratamiento hasta el
fallecimiento o hasta el ultimo dia de seguimiento). En todas las pacientes la respuesta
se evaluo al mes y a los dos meses. El 83,3% de las pacientes recibieron tratamiento
sistémico una vez completadas las primeras 4 semanas tras la administracién de
paclitaxel intrapleural. En el momento del analisis de los resultados las 18 pacientes
integrantes del estudio habian fallecido. En lo que a la toxicidad se refiere, no se
detectaron efectos adversos graves y el 22% de las pacientes no presentd ningun tipo
de toxicidad. El dolor toracico (67%) y la fiebre (56%) resultaron las complicaciones
mas frecuentes. La tasa global de respuesta a un mes fue del 77,8% (respuesta
completa en un 22,2% y parcial en un 55,6%) y a los dos meses del 88,8% (respuesta
completa en un 44,4% y parcial en un 44,4%). El tiempo medio de progresion resultd
de 5,5 meses y la mediana de supervivencia de 8,9 meses. No se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas entre las pacientes afectas de carcinoma de
ovario respecto a las pacientes con carcinoma de mama. Se evalué la asociaciéon entre
el tipo de respuesta a los dos meses y la supervivencia, encontrandose que las
pacientes con respuesta completa a los dos meses del tratamiento presentaban una
mayor supervivencia respecto a las que presentaban respuesta parcial o progresion de
la enfermedad (con significacion estadistica). La concentracién de paclitaxel
intrapleural una hora después de su administracion presenté cifras de entre 100 mg/l y
670 mg/l (mediana 545 mg/l), con una media de reduccion de niveles a las 24 horas de
entorno al 30%. La vida media del farmaco en la cavidad pleural fue de 68,4 horas.
Las concentraciones plasmaticas de paclitaxel fueron extremadamente bajas. Tras
analizar sus resultados, Lombardi concluye que estas terapias deberian ser incluidas
en el protocolo de tratamiento de este de tipo enfermos, junto con el resto de
procedimientos habituales ya establecidos, dado que aportan un buen control del

derrame pleural y los sintomas asociados, mejorando asi la calidad de vida.
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Yu y colaboradores®, publican en 2013 los resultados de un estudio realizado en
pacientes afectos de timoma o carcinoma timico locorregionalmente avanzado.
Partiendo de los buenos resultados ofrecidos por la quimioterapia hipertérmica a nivel
intraperitoneal, asi como de los resultados disponibles de los estudios publicados a
nivel intrapleural, se plantean determinar la eficacia de dicha terapia en el caso de las
neoplasias timicas. En los casos en que existe afectacion locorregional avanzada, el
tratamiento habitual de los timomas es la cirugia de exéresis y la radioterapia
complementaria posterior, aunque dicho esquema se muestra poco efectivo en el
control de la enfermedad. El estudio cuenta con un tamafo muestral muy pequefio
(n=4), siendo los participantes pacientes con timoma avanzado que presentaban
afectacion pleural en todos los casos y pericardica en uno. Tras quedar descartadas la
afectacion linfatica y/o extratoracica, se procedid a la exéresis videoasistida de la
tumoracion. Posteriormente se realizé la infusion en el espacio pleural de 4500 a 5000
mililitros de suero salino al 0,9% con 100 mg/m2 de cisplatino a una temperatura de
43°C a 44°C durante 2 horas. Los pacientes recibieron radioterapia adyuvante un mes
después del tratamiento. El tiempo de seguimiento oscildé entre uno y cuatro afnos. Un
paciente presentdé neumonia postoperatoria sin que se registrasen casos de toxicidad
hematoldégica ni renal. Otro paciente fallecid6 un afio después del tratamiento por
causas cardiolégicas y en el resto de participantes no se detectaron recurrencia local
ni extension a distancia durante el periodo de seguimiento. El estudio concluye que la
quimioterapia hipertérmica intrapleural tras cirugia cito-reductora, puede aportar
importantes beneficios en el tratamiento de las neoplasias timicas localmente

avanzadas.

También en 2013 Ried y colaboradores*’ publican un estudio realizado en 16
pacientes que presentaban timoma en estadio IVa segun la clasificacion de Masaoka
(n=8) y mesotelioma pleural maligno (n=8). Todos los pacientes recibieron terapia
trimodal con quimioterapia, radioterapia y cirugia (timectomia o pleurectomia). Tras la
exéresis quirurgica se procedié a la administracion de quimioterapia hipertérmica
intrapleural mediante la infusién de 2 a 4 litros de solucidn salina que contenia de 100

a 150 mg/m2 de cisplatino, a una temperatura de 42°C durante una hora.
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No se registré mortalidad postoperatoria a los 30 dias ni complicaciones relevantes
en relacion al tratamiento intrapleural. Tras un seguimiento medio de 22 meses, 7 de
los pacientes afectos de timoma persistian vivos y libres de enfermedad, presentando
el restante recaida local a los 6 meses. En 6 de los 8 pacientes con mesotelioma se
registré6 progresion de la enfermedad, presentando una supervivencia del 50% al
finalizar el estudio (mediana de supervivencia 18 meses). En los otros dos casos no se
detect6 recidiva al finalizar el seguimiento. A pesar de contar con un escaso numero
de pacientes, los autores consideran los resultados satisfactorios y aconsejan valorar
el empleo de este tipo de terapia dentro del esquema de tratamiento multimodal de

estos pacientes.

Nuevamente en 2013, Du y colaboradores*' publican los resultados de un estudio
en el que se ensaya la administracion intrapleural de un anticuerpo monoclonal
(bevacizumab) en combinacién con un citostatico (cisplatino) sin hipertermia asociada.
Se incluyeron 70 pacientes con derrame pleural en el contexto de un carcinoma
broncogénico no microcitico avanzado, que fueron distribuidos aleatoriamente en dos
grupos. El grupo A recibié bevacizumab (300 mg) y cisplatino (30 mg) y el grupo B
unicamente el citostatico. No se especifica el tiempo de administracion, ni el volumen
total administrado. Se refiere Unicamente que la administracion intrapleural de los
farmacos se repitié cada 2 semanas, sin sefialar tampoco el nimero total de ciclos.
Los pacientes recibieron ademas quimioterapia sistémica con paclitaxel y carboplatino.
El procedimiento fue bien tolerado sin que se registrasen efectos secundarios
relevantes. La eficacia de la combinacion de drogas resulté estadisticamente
significativa, con una tasa de respuesta en el grupo de tratamiento combinado del
83,3% frente al 50% en el grupo que so6lo recibid cisplatino. Asi mismo se
determinaron los valores de VEGF en liquido pleural, apreciandose niveles
significativamente mas bajos en el grupo A. Tras el analisis de los resultados, los
autores consideran que la administracion de este tipo de tratamiento a nivel

intrapleural resulta segura.
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Uno de los escasos estudios disponibles en los que es evaluado el efecto in vitro a
nivel celular de la quimioterapia hipertérmica, y al mismo tiempo uno de los mas
relevantes en esta linea de investigacion, es el publicado en febrero de 2013 por
Cameron y Hou*?. Diversas lineas celulares fueron seleccionadas y se evalud la
respuesta de las mismas, en lo que a viabilidad celular se refiere, tras someterlas al
efecto de la hipertermia y de diversos citostaticos: cisplatino, gemcitabina y
pemetrexed. Las células correspondieron a células hipertermo-sensibles de ovario de
hamster, fibroblastos sanos de pulmén humano, tres lineas diferentes de mesotelioma
pleural maligno humano y una linea celular de carcinoma broncogénico humano. Las
temperaturas aplicadas, durante un tiempo de 60 minutos, fueron de 37°C, 42°C y
45°C y se ensayo el efecto del cisplatino de forma aislada y de combinaciones de
cisplatino-gemcitabina y cisplatino-pemetrexed. Todas las lineas celulares mostraron
un descenso en su porcentaje de viabilidad temperatura-dependiente, de manera que
los porcentajes mayores se apreciaron a 45°C. No obstante, dado que en la clinica la
temperatura maxima tolerada y permisible en la administracion a pacientes es de 42°C
a 43°C, el estudio se centré en la evaluacion del efecto a 42°C. Las poblaciones
celulares tras ser sometidas al efecto de una temperatura de 42°C, mostraron una
disminucién estadisticamente significativa en su viabilidad, pero no relevante desde el
punto de vista clinico. El efecto resultdé menos acusado en las lineas celulares
correspondientes al mesotelioma, por lo que se sugiere un cierto grado de resistencia
a la hipertermia en este tipo de neoplasias, en comparacién con los otros tipos
celulares. La adiccién de cisplatino en concentraciones de 1, 2 y 4 ugr/ml, evidencio
resultados similares a la hipertermia aislada con una respuesta dosis-dependiente, de
manera que incrementos en la dosis de citostatico inducian mayor decremento en la
supervivencia celular. Las combinaciones de cisplatino con otro farmaco, demostraron
mayor efecto que la adiccion de cisplatino aislado. Las conclusiones mas significativas
del estudio son las siguientes: 1.- algunas lineas celulares del mesotelioma
presentarian termorresistencia, 2.- el nivel de hipertermia requerido para una mayor
efectividad seria el de 45°C, lo cual es inviable en la practica clinica por la toxicidad
asociada a dicha temperatura y 3.- al igual que en el tratamiento sistémico, la
quimioterapia con diferentes combinaciones de farmacos resulta mas efectiva que la

monoterapia.
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Los autores afirman que no seria posible aun establecer un protocolo 6ptimo de
aplicacion de quimioterapia hipertérmica intrapleural en la clinica, dado que resulta
dificil proponer una determinada temperatura, tiempo de exposicion, tipo y dosis de

citostatico.

En ultimo lugar referiremos de manera resumida la metodologia y resultados del
estudio experimental realizado por el Grupo de Investigacion de Cirugia Toracica del
Hospital Clinico Universitario de Valladolid, encaminado a determinar los efectos de la
hipertermia y los citostaticos (cisplatino), en lo que a la induccién de apoptosis celular
se refiere, en células pleurales sanas de origen murino. Dicho estudio sirvi6 como
punto de partida para el posterior desarrollo del presente trabajo y sus resultados y

conclusiones han sido publicitados a nivel nacional e internacional3 44 45. 46,

En el citado trabajo se procedi6 al lavado durante 2 minutos de la cavidad pleural
de ratones eutimicos con suero fisioldogico tamponado (PBS). Posteriormente se
procedi6 a la recogida del mismo en medio estéril, conteniendo células de
descamacion pleural murinas. Las muestras se procesaron en el laboratorio de
Biologia y Genética Molecular, y tras el centrifugado y eliminacién de la escasa
contaminacion hematica, se procedié a la recogida del pellet celular. Las células
fueron sometidas durante un tiempo de exposicion de dos horas a temperaturas de
37°C, 40°C y 42°C con y sin adiccion de cisplatino en una concentracién de 33,7
picogramos por mililitro. En todas las condiciones establecidas se determind el
porcentaje de apoptosis y necrosis celular mediante técnicas de tincién con fosfatidil
serina y anexina V-FICT. Asi mismo, se determind la expresion de determinadas
citocinas pro-inflamatorias (Rantes, G-CSF, MIP-2, IL-6, IL-10, sTNFR) en el
sobrenadante del cultivo celular utilizando el kit RayBio® Mouse Inflammation Antibody
Aray Il de RayBiotech Inc. Los resultados obtenidos permitieron evidenciar que la
temperatura aislada incrementaba el porcentaje de apoptosis, con un efecto maximo a
los 40°C, y que el efecto sinérgico de la temperatura y el cisplatino aumentaba el

porcentaje de apoptosis y de necrosis celular.
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Igualmente pudieron constatarse cambios significativos en la expresion de la
mayoria de las citocinas pro-inflamatorias, lo cual indicaria que la hipertermia y los

citostaticos inducen cambios en el metabolismo celular.

4.- Estrategia terapéutica en la quimioterapia hipertérmica

intrapleural. Induccién de apoptosis en las células neopléasicas

4.1.- Justificacion de la investigacién en quimioterapia hipertérmica

intrapleural

La infiltracion pleural por células malignas, bien en el contexto de una enfermedad
diseminada (metastasis pleurales de diversas neoplasias primarias) o relacionada con
un tumor pleural primario (mesotelioma maligno), condiciona un pobre prondstico vital
acompanado en la mayoria de las ocasiones de sintomas que empeoran notablemente

la calidad de vida de los pacientes.

Los resultados de las diversas modalidades de tratamiento empleadas en la
actualidad son pobres, y en la mayor parte de las ocasiones se administran con
intencion paliativa, encaminados unicamente al control de sintomas. Se hace por
tanto necesaria la investigacion de nuevas vias de ataque a las células tumorales, que
permitan establecer tratamientos con potencial intencion curativa, capaces de mejorar
el control de la enfermedad y por ende la supervivencia y calidad de vida de los

pacientes.
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Una de las terapias mas prometedoras es la quimioterapia local (intrapleural)
asociada a hipertermia. En este sentido, los estudios y ensayos realizados en la ultima
década son numerosos, aunque sus resultados, en casi todos los casos, son
contradictorios. Ello probablemente es debido al escaso tamafio muestral de la mayor
parte de los mismos, asi como a la gran heterogeneidad en lo que se refiere a la
metodologia y esquemas terapéuticos ensayados. Resulta evidente que existe una
importante variedad en lo referente a las patologias tratadas, farmacos administrados,
tiempo de exposicion y temperatura empleados en cada uno de ellos, asi como
también en la asociacion o no a reseccion quirdrgica o administracion de tratamientos

oncoldgicos sistémicos complementarios.

La administracion intracavitaria de agentes quimioterapicos se acompana de una
exposicion homogénea de la superficie mesotelial a los mismos, asociando también la
ventaja de poder aplicar una concentracion elevada del farmaco a nivel local con
escasos efectos sistémicos. Por otra parte, aunque el mecanismo basico del dafio
celular secundario a la hipertermia aun no se ha establecido claramente, diversos
estudios parecen demostrar que el aumento de temperatura puede inducir apoptosis
en diversos tipos de células neoplasicas. Asi mismo, la hipertermia tendria un efecto
sinérgico con los farmacos, aumentando su citotoxicidad e incrementando la
capacidad de penetracion de las drogas. Todo ello parece reforzar los resultados

prometedores registrados por algunos grupos de investigacion*7:48:49.50,

No obstante aun son muy escasos los datos de los que se dispone en lo que a las
bases biomoleculares y el mecanismo de accién de dicha terapéutica se refiere. Como
se ha podido comprobar, existen pocos estudios experimentales en los que se haya
determinado el efecto a nivel celular de la administracion de hipertermia y citostaticos.
Por ello los ensayos de estas terapias realizados en pacientes se han llevado a cabo
de forma empirica y sin que el mecanismo de accién estuviese claramente

establecido.
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4.2.- Objetivos de la quimioterapia hipertérmica intrapleural. Induccion de

apoptosis en las células neoplésicas

El efecto perseguido por las nuevas terapias en desarrollo para el control de la
afectacion maligna de la pleura, deberia ser el de eliminar el mayor nimero posible de
células tumorales mediante un proceso que asocie un escaso porcentaje de efectos
secundarios tanto a nivel local como sistémico, evitando en lo posible la lesion de los
tejidos sanos adyacentes. En este sentido, la induccién de apoptosis en las células

neoplasicas seria el método idéneo para cumplir este objetivo.

Existen dos formas de muerte a nivel celular: la necrosis y la apoptosis. La necrosis
es una forma de muerte accidental, un proceso desordenado e independiente de

energia, secundario a una agresion mecanica o toxica.

En el caso de la necrosis, las células y sus organulos se hinchan debido a la
alteracion en la capacidad de la membrana para controlar el paso de agua e iones,
produciéndose ruptura (citolisis) y liberacion de todo el material citoplasmatico al
espacio intercelular, lo que conlleva efectos asociados en el medio y células
adyacentes, fundamentalmente fenomenos inflamatorios y necroticos a nivel tisular®’'.
La apoptosis es una muerte celular programada, un proceso fundamental en la
homeostasis tisular, cuya mision es eliminar células superfluas, dafiadas, infectadas o
transformadas. En este tipo de muerte celular existe activacion de un programa
intrinseco, caracterizandose por un mantenimiento integro de las membranas celulares
y la eliminacién de las células por fagocitosis, sin que se produzca repercusion alguna

en el medio adyacente®.
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4.2.1.- El proceso de apoptosis celular y sus mediadores biomoleculares.

Proteinas implicadas en el proceso apoptotico.

Las células en apoptosis presentan una morfologia caracteristica con condensacion
citoplasmatica y nuclear, rotura de proteinas celulares especificas, fragmentacion en
cuerpos apoptoicos (que seran fagocitados por macrofagos o células vecinas) y rotura
endolitica del ADN. Las sefiales que pueden inducir a una célula a entrar en apoptosis
son multiples, e incluyen el dafio celular secundario a radiaciones ionizantes, infeccion
virica o sefiales extracelulares. La apoptosis es mediada por mecanismos celulares
intrinsecos que desencadenan una cascada de cambios morfolégicos y bioquimicos
intracelulares dependientes de energia, que finalmente provocan la muerte y

eliminacion de la célula®.

Las células que han sido inducidas a entrar en apoptosis disminuyen su tamano,
abren sus mitocondrias permitiendo la salida de Citocromo C, degradan la cromatina
(ADN vy proteinas) nuclear, se fragmentan en cuerpos apoptoicos y finalmente la
fosfatidil serina, que se encuentra en la cara interna de la membrana, se expone en
superficie y se une a receptores de células fagocitarias que eliminan los cuerpos
apoptoicos y segregan citoquinas que inhiben la inflamacion. Por tanto, la apoptosis
es una muerte celular ordenada y programada que conduce a la eliminacion de las
células no deseadas, sin repercutir en el resto de la estructura tisular circundante. De
esta manera, inducir la apoptosis de las células tumorales presentes en la pleura, seria
un meétodo ideal de eliminacién del componente neoplasico y de control de la

enfermedad subyacente®.

Segln Elmore®3, la apoptosis puede definirse como un proceso coordinado y
dependiente de energia, que involucra la activacion de un grupo de cistein proteasas
denominadas caspasas, asi como una compleja cascada de eventos que unen el
estimulo inicial con la desaparicion definitiva de la célula. En este proceso se producen
una gran cantidad de interacciones proteicas que finalmente conducen a la efectiva

degradacién de la célula para que pueda ser “reciclada” por otras células.
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Las senales que pueden inducir a una célula a entrar en apoptosis son muy
diversas: niveles elevados de oxidantes, lesiones del ADN, luz ultravioleta, radiaciones
ionizantes, farmacos quimioterapicos... etc. La apoptosis se fundamenta en dos tipos
de proteasas especializadas: las caspasas iniciadoras y las caspasas efectoras.
Dichas caspasas son cistein proteasas que se expresan como zimégenos inactivos
que se activan mediante proteolisis. Las caspasas efectoras o ejecutoras se activan
por las caspasas iniciadoras, siendo la activacion de dichas caspasas una etapa
crucial para el inicio y activacion de la apoptosis, sea cual sea el estimulo

desencadenante®?.

Las caspasas son sintetizadas como procaspasas y adquieren su actividad
mediante proteolisis. Hasta la fecha se han identificado 14 caspasas en mamiferos
que se clasifican en tres grupos en base a la similitud de la secuencia entre los
dominios de las subunidades. En el grupo inflamatorio se incluyen las caspasas 1, 4,
5, 11, 12, 13 y 14. El grupo iniciador de la apoptosis comprende a las caspasas 2, 8, 9
y 10 y en el grupo efector o ejecutor de la apoptosis encontramos a las restantes: 3, 6
y 7. Las caspasas inflamatorias y las iniciadoras poseen un pro-dominio largo en el
que se encuentra el dominio efector de muerte (DED) y el dominio de reclutamiento de
caspasas (CARD), que median las interacciones proteina-proteina entre las
procaspasas Yy sus adaptadores, desempefiando un importante papel en la activacion
de las procaspasas. La capacidad proteolitica de las caspasas activas origina la
degradacion de diversas proteinas, originando la reorganizacion del citoesqueleto, la
supresion de contactos con células vecinas, activacion de endonucleasas y
fragmentacion del ADN, expresion de sefales de fagocitosis (fosfatidil serina) y

preparacion de la célula para el cese de sus funciones metabdlicas.

De forma general existen dos vias para la activacion de las caspasas, la mediada
por ligandos que se unen a receptores de la superficie celular y la mediada por estrés
celular o alteraciones del ADN. Aunque la transduccién de sefales es diferente, ambas

vias, denominadas extrinseca e intrinseca respectivamente, pueden solaparse.
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La apoptosis iniciada por senales internas, apoptosis por estrés o via intrinseca o
mitocondrial, es iniciada por la salida del Citocromo C de la mitocondria. En la
actualidad no existe consenso en cuanto a los mecanismos de lesion mitocondrial,
pero si parece claro que la activacion de la proteina proapoptética Bax (mediada por

p53), puede servir para explicar las alteraciones mitocondriales secundarias al estrés.

Se ha demostrado que Bax se asocia al complejo de poro mitocondrial de
permeabilidad transitoria (MPTPC), que participa en la regulacion del calcio, el pH, el
potencial de membrana y el volumen de la mitocondria. Esta proteina proapototica
(Bax) induce la apertura del poro y la salida de diversos factores apoptéticos, entre los
que encontramos al citocromo C que inicia la activacion de las caspasas, Smac/Diablo
y HTRA2/0Omi, que bloquean la accion de las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP),
como son clAP1, clAP2 y XIAP. De este modo las IAP actuan como reguladores
negativos al bloquear la actividad de las caspasas, mientras que Smac/Diablo y

HTRA2/Omi ejercerian una funcion proapoptética®’52.

En la actualidad se sabe que las proteinas reguladoras de los cambios
estructurales de la membrana mitocondrial pertenecen a la familia Bcl-2 y que pueden
tener funciones proapoptoéticas y antiapoptoéticas. Las proteinas de la familia Bcl-2 son
controladas por la proteina supresora de tumores p53. Entre las proteinas con funcién
proapoptética encontramos a Bax, Bak, Bid, Bad y Bcl-10. Entre las antiapoptéticas, a
Bcl-2, Bcel-x, Bcl-XL y BAG. La membrana externa de la mitocondria expresa la
proteina Bcl-2 en superficie y ésta se une a una molécula de proteina denominada
Apaf-1. El estimulo que provoca la alteracion en el equilibrio de la célula, origina que la
mitocondria libere Citocromo C, al mismo tiempo que Bcl-2 deja libre a Apaf-1. En el
citosol el Citocromo C se une al terminal C del Apaf-1, que finalmente inicia la
activacion de la caspasa-9, originandose una cascada expansiva que conlleva a la
digestion de proteinas estructurales en el citoplasma, degradacién del ADN

cromosomico Y fagocitosis de los cuerpos apoptoicos®'*2.
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La apoptosis inducida por sefales externas, via extrinseca o apoptosis mediada por
receptor, se inicia con la activacion de uno de los denominados receptores de muerte,
de los cuales los mas conocidos son el Fas y el TNFR1. Los receptores de muerte
pertenecientes a la superfamilia de los factores de necrosis tumoral (TNF) poseen
diversas funciones ademas de la de ser apoptogénicos. La unién del TNF ligando al
TNF receptor y a receptores CR4 y CR5, reclutan moléculas adaptadoras como FADD,
que activan a las caspasas iniciadoras 8 y 10, desencadenando la activacién final de

caspasas efectoras o ejecutoras (3,6 y 7).

De manera paralela, la caspasa 8 es capaz de activar la via mitocondrial o
intrinseca, al activar la proteina Bid e inducir la salida de Citocromo C. EIl adaptador
intracelular TRADD o dominio de muerte asociado al TNFR, puede también asociarse
con FADD e inducir la apoptosis por reclutamiento y rotura de la procaspasa 8,
mediante la union de la pro-caspasa 8 al dominio efector de muerte que posee
FADD®"52,

El miembro prototipo de la familia Bcl-2 es un oncogen identificado en células B de
la leucemia (B cell leukemia). El hecho de que existan proteinas pro y antiapoptéticas
dentro de las Bcl-2, indica que miembros de la misma familia pueden actuar como
oncogenes 0 como genes supresores de tumores. Las Bcl-2 se dividen en tres grupos
en funcién de los dominios BH (Bcl-2 Homology) que las integran. Las que comparten
homologia en los dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 (como Bcl-2 y Bcl-XL), tienen
funcién antiapoptética y oncogénica. Las que comparten homologia de dominios BH1,
BH2 y BH3 (como Bax y Bak), ejercen como proteinas proapoptoéticas. La expresion de

Bax esta en parte regulada por la proteina supresora de tumores p53%2.
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4.2.2.- Proteinas citoprotectoras. Proteinas de shock térmico

Las proteinas de shock térmico (Hsp - Heat shock proteins -) o proteinas anti-
estrés, pertenecen a una familia de proteinas altamente conservada que se encuentra
de forma constitutiva en la mayoria de células pro y eucariotas. La agresion por
diversos factores ambientales origina la sobreexpresion de estas proteinas, asi como
la induccién de expresion de otras pertenecientes a esta familia que no son
constitutivas, minimizando asi el dafo celular. Su funcion por tanto, es contribuir al
mantenimiento y estabilidad de la integridad celular. Cuando el agente agresor
desaparece las células continuan con su metabolismo normal. Sin embargo, si el
estrés aumenta, la funcion citoprotectora de las Hsp se ve sobrepasada con lo que se
detiene su produccion y se activa la apoptdsis. Ademas del factor térmico, la hipoxia,
infecciones viricas, estados inflamatorios, presencia de neoplasias y otros factores,

pueden activar la produccion celular de las Hsp®*°.

Las vias de restauracién de la homeostasis celular en situaciones de estrés son
multiples, siendo la de las Hsp uno de los mecanismos mejor conocidos. También se
conocen como proteinas chaperonas, término empleado para denominar a aquellas
proteinas que acompanan a otras estabilizando formas inestables. Actian mediante
uniones y desuniones controladas, facilitando el ensamblado, la correcta union de
oligbmeros y su transporte a otro compartimento celular. Esta cooperacion entre
diversas chaperonas crea una red de sinergismos encaminada al plegamiento de las
proteinas celulares, manteniendo la homeostasis bajo condiciones no permisivas para

los plegamientos espontaneos®*.

El estrés caldrico interrumpe numerosos procesos metabdlicos que conllevan la
muerte de la célula si el estimulo es muy intenso o mantenido. Dicho estrés no sélo
induce la sintesis de nuevas Hsp, sino la fosforilacion de las preexistentes o

constitutivas y de las formadas de novo.
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Se ha observado que la exposicion a un incremento suave de temperatura
(subletal) aumenta la capacidad de las células para resistir un posterior estrés mayor
con capacidad letal. Este fendmeno, conocido como termotolerancia, también ha sido
descrito para otros tipos de agresiones como la hipoxia o la isquemia. La
sobreexpresion de Hsp, confiere asi mismo, proteccién contra los oxiradicales
generados por algunas drogas anticancerigenas, siendo conocida la resistencia de las
células neoplasicas que expresan Hsp27 a farmacos como la doxorrubicina, colchicina

y vincristina®.

La superfamilia de las Hsp esta compuesta por varias familias de proteinas, que se
agrupan en base a sus pesos moleculares. Por convencion, para nombrar a dichas
proteinas, se emplea la letra H seguida de las letras s y p (Hsp), denominandose a los

genes correspondientes, con la nomenclatura hsp.

Familia Hsp60: Estas proteinas ejercen su funcion en un medio ambiente

protegido, del cual las proveen las mitocondrias. Cooperan en el plegado de proteinas,
en la translocacion de las mismas a través de membranas y en la aceleracién del

ensamblado.

Familia Hsp70: Se trata de la mas conservada en la evolucion y es constitutiva de

los procesos de maduracion de otras proteinas celulares, también participa en el
transporte de las mismas, en la eliminacion de proteinas desnaturalizadas y en la
actividad de la ATP-asa, ademas de conferir proteccion al centrosoma y a los
filamentos intermedios. Se ha comprobado que tras un shock térmico, las células
acumulan Hsp70 en el nucléolo. La proteina Hsp70 ejerce su accion antiapoptética

mediante el secuestro de Apaf-1, impidiendo la formacién del apoptosoma®?54,
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Familia Hsp27: Numerosas neoplasias de diversa estirpe presentan

sobreexpresion de Hsp, principalmente de Hsp27. Ello podria relacionarse con la
proliferacion celular, el establecimiento de metastasis y la resistencia a algunos
agentes antitumorales. Las células neoplasicas al migrar a los ganglios linfaticos y
desarrollarse en un microambiente hostil, sobreexpresarian estas proteinas
citoprotectoras, favoreciendo asi su supervivencia y diseminacion. Algunas de las
funciones de la Hsp27 son conferir termotolerancia, inhibir la apoptosis y regular el
desarrollo y diferenciacion celular. Su efecto antiapoptotico es debido a su interaccion
con la membrana mitocondrial externa e interferencia en la activacién del complejo
Citocromo C-Apaf-1/dATP, con la consecuente inhibicion de la activacion de

procaspasa-9%.

La funcién y mecanismo de accidén de las principales proteinas implicadas en la
apoptosis que han sido determinadas en nuestro trabajo, se encuentra resumida en las

tablas A y B de la seccion Tablas y las figuras Ay B de la seccion Figuras.
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PLANTEAMIENTO DEL TEMA

En razén de lo expuesto en la introduccion, resulta evidente que en la actualidad no
es posible ofrecer un tratamiento que aporte resultados satisfactorios a los pacientes
que presentan afectacidén neoplasica maligna a nivel de la pleura. Ello ha conducido a
la aparicién de mudltiples lineas de investigacion en los ultimos afos que intentan
establecer nuevas opciones terapéuticas mas eficaces en el control de la enfermedad,

enfocadas principalmente en la terapia local intracavitaria a nivel pleural.

Queda demostrado que son multiples los estudios de los que se dispone en lo
referente al efecto de la hipertermia y los citostaticos a nivel intrapleural, y han sido
realizados por diversos grupos de investigacion. La mayor parte de los mismos
cuentan con un escaso tamafio muestral y existe ademas una importante
heterogeneidad en lo que al tipo de pacientes y esquemas terapéuticos empleados se
refiere. Por este motivo, los resultados obtenidos son contradictorios y carentes de la
capacidad necesaria para aportar datos que permitan la protocolizacién y aceptacion

de un determinado esquema terapéutico como el mas adecuado.

Por otra parte, la escasez de estudios experimentales a nivel celular hace que en la
actualidad el empleo de estas terapias se realice de manera empirica y sin que sus
mecanismos de accion estén claramente establecidos. A pesar de que en algunos
centros, fuera de nuestro pais, se hayan comenzado a administrar recientemente este
tipo de tratamientos a un escaso numero de pacientes seleccionados, en la actualidad

no existen niveles de evidencia cientifica suficientes que justifiquen su empleo.

Actualmente no existen datos definitivos que permitan establecer la temperatura

ideal, el citostatico de eleccién y el adecuado tiempo de exposicion a dichos agentes.

Como ya se ha referido, los estudios realizados en esta linea por el grupo de
investigacion de Cirugia Toracica del Hospital Clinico Universitario de Valladolid,
fueron inicialmente llevados a cabo en un modelo de experimentaciéon animal murino y
centrados en la investigacion de la produccién de proteinas proinflamatorias vy

apoptosis en las células pleurales sanas, tras el estimulo citostatico e hipertémico.
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Una vez efectuado el analisis de los resultados de dicho estudio, y teniendo en
cuenta la escasez de datos respecto a los mecanismos de accién de este tipo de
terapia a nivel celular, se plante6 la investigacion in vitro en las células pleurales
tumorales del liquido pleural de pacientes con afectacion neoplasica demostrada
histologicamente de dicha serosa. En dicho estudio se planted estudiar la respuesta de
las células pleurales neoplasicas a la combinacién de hipertermia y quimioterapia con
cisplatino en distintas condiciones de temperatura, en lo que se refiere a la induccién
de apoptosis celular y su sefializacion por diversas proteinas implicadas en el proceso

apoptotico.

La citada investigacién, su metodologia y resultados, asi como la discusion y

conclusiones derivadas de la misma, son el objeto del presente trabajo.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Basandonos en todo lo anteriormente referido, nos planteamos la realizacion de un
estudio experimental empleando el liquido pleural de pacientes con derrame pleural
neoplasico, filiado etioldgicamente mediante el analisis histolégico de biopsias
pleurales obtenidas tras la realizacion de una videotoracoscopia. En dicho estudio se
tratarian de establecer los efectos a nivel de las células neoplasicas pleurales
humanas de la hipertermia y los citostaticos, con el fin de obtener datos que pudieran

fundamentar, con suficiente evidencia, la realizacidon de estos tratamientos.

Teniendo en cuenta los resultados de las publicaciones existentes y del estudio
experimental previo de este grupo de investigacién, se establecié como hipoétesis de
trabajo la posibilidad de determinar la combinacion mas adecuada de temperatura y
tiempo de aplicacion de la quimioterapia intrapleural hipertérmica, mediante el estudio
in vitro en las células existentes en el liquido pleural de pacientes afectos por
neoplasias a dicho nivel. Para ello se determinarian en estas células la produccion de
apoptosis en distintas condiciones de temperatura y aplicacién de cisplatino, asi como

la expresion de diversas proteinas implicadas en el proceso apoptético.

De este modo trataremos de verificar la posible efectividad de la quimioterapia
hipertérmica mediante el analisis de la respuesta in vitro de las células pleurales

neoplasicas humanas, en lo que al proceso de apoptosis se refiere.
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PACIENTES Y METODOS

1.- Consideraciones previas y disefio del estudio

Se planted analizar el efecto in vitro de la hipertermia y la quimioterapia en las
células presentes en el liquido pleural de pacientes afectos de derrame pleural
secundario a patologia neoplasica. La etiologia del derrame de los pacientes fue
constatada mediante la realizacion de wuna videotoracoscopia y el analisis

anatomopatoldgico de las biopsias pleurales y del liquido pleural (citologia).

En razén de que los tipos de células presentes en el liquido pleural son multiples y
de estirpe diversa, con caracter previo a la determinacion de apoptosis en las células
del liquido pleural, se procedié a la sefializacion de las no neoplasicas (monocitos,
neutrdfilos, células NK, granulocitos y macréfagos), para garantizar la fiabilidad de los

resultados.

A fin de poder determinar las condiciones en las que un liquido pleural seria apto
para su inclusion en el estudio y el posterior procesamiento y andlisis de las células
pleurales en el laboratorio de biologia y genética molecular (IBGM), fue realizado un
numero suficiente de ensayos previos que permitieron establecer las condiciones

Optimas de volumen y contaminaciéon hematica de las muestras.
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2.- Poblaciéon de estudio

2.1.- Criterios de inclusion

Los requisitos a cumplir por los pacientes para ser incluidos en el estudio fueron

concretados en los siguientes:

1.- Presentar derrame pleural estimado en cuantia superior a un litro y sin
confirmacioén de diagnéstico histologico.

2.- Necesidad de exploracion pleural videotoracoscopica por motivo diagnostico
y/o terapéutico.

3.- Estado general adecuado y ausencia de contraindicaciones para la

realizacion de videotoracoscopia.

En todos los pacientes habian sido realizados multiples estudios diagnésticos
previos, sin obtenerse un diagndstico etioldgico definitivo que permitiera establecer el
tratamiento y prondstico del proceso. De los estudios realizados, sefialaremos como
comunes a todos los pacientes TC, fibrobroncoscopia, y toracocentesis diagndstica
(andlisis bioquimico, citolégico y microbiolégico del liquido pleural). En la mayor parte
de los casos se realizd también TC-PET y biopsia pleural cerrada, previamente a la
indicacién de la videotoracoscopia. Asi mismo todos los pacientes disponian de las
correspondientes pruebas preoperatorias y valoracion por parte de Anestesiologia, que

no contraindicaban el procedimiento quirurgico.

El disefio y metodologia del estudio fueron revisados y valorados por la Comision
de Investigacion del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, aprobando

oficialmente su realizacion.
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Para la propuesta a los pacientes de la posibilidad de su inclusién en el estudio se
procedio a explicar de forma verbal al paciente y su familia las consideraciones para
justificar su eleccidn, la indicacion y tipo de técnica quirurgica a realizar, las muestras a
obtener para su analisis histopatolégico, las posibles complicaciones postoperatorias
asociadas y/o derivadas del procedimiento y los posibles beneficios diagndsticos y
terapéuticos de la realizacion del mismo. También fueron informados de que parte de
las muestras recogidas durante la exploracion videotoracoscopica serian empleadas
para su estudio en el laboratorio del instituto de biologia y genética molecular (IBGM),
con el objetivo de esclarecer el comportamiento de las células pleurales patologicas

frente a agentes terapéuticos citostaticos en distintas condiciones de temperatura.

De modo complementario se entregd a todos los pacientes un documento escrito
informativo sobre el estudio experimental a realizar, asi como los datos de contacto de

los profesionales a los que podrian solicitar informacién adicional o consultar dudas.

Todos los pacientes firmaron el consentimiento quirdrgico habitual para la
realizacion de exploracion videotoracoscépica y adicionalmente un consentimiento
escrito autorizando su inclusién en el estudio y el empleo de parte de las muestras

obtenidas para la investigacién planteada.

Los modelos del documento informativo y del consentimiento escrito de inclusion en

el estudio se encuentran en al apartado Anexos del presente trabajo.
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2.2.- Caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron en el estudio 15 pacientes afectos de un derrame pleural sin filiacion
etiolégica, condicionando la indicacién de la realizacion de una exploracion

videotoracoscopica con fines diagndsticos y/o terapéuticos.

En cuanto al sexo de los pacientes se incluyeron 10 hombres y 5 mujeres con
edades comprendidas entre los 52 y 82 afos, con una edad media de 67,5 afios. En 3
casos presentaban antecedentes de neoplasias previas correspondientes a
adenocarcinoma de recto, adenocarcinoma de prostata y adenocarcinoma gastrico. En
otros 2 casos se diagnosticO una neoplasia extratoracica de forma sincrénica al
diagnostico del derrame pleural, correspondientes a un adenocarcinoma de prostata y

un adenocarcinoma de ovario respectivamente.

La presencia y frecuencia de otras patologias asociadas presentes en los pacientes

quedan reflejadas en la tabla 1.
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PATOLOGIA PRESENTADA

NUMERO DE PACIENTES AFECTOS

Hipertension arterial 8
Ex tabaquismo 7
Dislipemia 5
Cirugia traumatolégica 4
EPOC 3
Cirugia de via biliar 2
Diabetes Mellitus tipo 2 2
Consumo de alcohol 2
Obesidad 2

Cardiopatia isquémica

Cardiopatia hipertensiva

Valvulopatia reumatica

Fibrilacion auricular

Tuberculosis pulmonar antigua

Esteatosis hepatica

Episodio trombético venoso periférico

Trastorno psiquiatrico

Psoriasis

Hipertensién pulmonar

Litiasis renal

Cirrosis

Tabla 1.- Patologias asociadas presentes en los pacientes del estudio.
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El resultado del analisis anatomopatolégico de las biopsias pleurales obtenidas
mediante videotoracoscopia, permitié establecer la etiologia del derrame como
inflamatoria en 6 de los casos y neoplasica en los 9 restantes. En todos los casos en
los que el diagndstico histolégico de la biopsia de pleura parietal concluyé malignidad,
se comprobd la presencia de células neoplasicas en el liquido pleural (estudio

citologico positivo para células malignas).

En los pacientes con derrame pleural de etiologia neoplasica, la tipificacion
histologica resultd de afectacidon pleural metastasica en 5 casos y primitiva

(mesotelioma pleural maligno) en los 4 restantes.

En los pacientes diagnosticados de un derrame pleural metastasico, el resultado
del analisis anatomopatolégico de las biopsias pleurales objetivo infiltracion pleural por
adenocarcinoma broncogénico en 2 casos y por adenocarcinoma ovarico, intestinal y
de prostata, respectivamente, en los 3 casos restantes. Entre los afectos de
mesotelioma pleural maligno, el subtipo histoldgico tipificado fue epitelioide en 2 casos

y desmoplasico y tubulo-papilar en los 2 restantes.

En los 6 casos que presentaron un derrame pleural de origen inflamatorio, los
hallazgos histolégicos correspondieron a hiperplasia mesotelial reactiva en 3 casos y a
pleuritis crénica granulomatosa, pleuritis fibrinosa e inflamacién crénica inespecifica en

los 3 restantes.

La etiologia histologica de la afectacién pleural queda resumida en las tablas 2 y 3.
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FRECUENCIA
2
:
1
:
2
1
:

Tabla 2.- Tipificacion histolégica de la afectacion pleural neoplasica maligna.

FRECUENCIA
3
1
1
1

Tabla 3.- Tipificacion histolégica de la afectacién inflamatoria de la pleura.
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3.- Metodologia

3.1.- Obtencién de muestras. Recogida y preservacion del liqguido pleural

En todos los casos los pacientes fueron sometidos a exploracion quirdrgica
videotoracoscopica de la cavidad pleural afecta bajo anestesia general. El colapso
pulmonar en la cavidad pleural a explorar se realizé6 en todos los casos mediante

intubacion orotraqueal con tubo de doble luz.

La exploracién videotoracoscopica se realizé segun el esquema que se refiere a

continuacion.

1.- Toracocentesis a nivel del 8° espacio intercostal linea axilar media,
localizacion de la camara pleural e instilacion de anestésico local

(mepivacaina).

2.- Apertura cutanea en el mismo nivel de la toracocentesis, diseccion roma de
planos musculares, perforacion de la pleura parietal y emplazamiento de la

puerta de entrada.

3.- Aspiracion del liquido pleural mediante sonda flexible y jeringa de 60 cc.
Recogida de las muestras para analisis anatomopatologico, microbiologico,

bioquimico y biomolecular (experimentacion).

4.- Preservacion del liquido pleural a 4°C para su remisién inmediata al

laboratorio de biologia y genética molecular.

5.- Exploracion videotoracoscépica de la cavidad pleural, objetivacion de los
hallazgos patoldgicos y toma de biopsias pleurales parietales mdltiples para

estudio anatomopatoldgico.
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3.2.- Procesamiento de las muestras para su estudio anatomopatolégico
en el laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario
de Valladolid

3.2.1.- Procesamiento del liquido pleural. Estudio citoldgico

Las muestras de liquido pleural fueron remitidas al laboratorio de Anatomia
Patolégica sin afadir ningin medio de fijacién ni agentes anticoagulantes. Una vez

recepcionadas se procedio a su estudio mediante el siguiente protocolo:

1.- Se registraron sus caracteristicas macroscopicas: volumen, color y
densidad.

2.-Se procedi6 al procesamiento inmediato del mismo. El liquido sobrante se
guardo en frigorifico a 4°C para su mantenimiento durante 10 dias, ya que a
dicha temperatura la conservacion celular es oOptima. No es posible la
congelacion del mismo, dado que se produciria la ruptura de la membrana
celular.

3.-Se realizé citocentrifugacion a 3000 revoluciones durante 10 minutos,
obteniéndose posteriormente dos portaobjetos con muestra celular.

4 .-Tras fijacién de los mismos en alcohol de 95° durante al menos 30 minutos,
se procedio a la tincién con técnica de Papanicolau y se dejaron secar.

5.-Se examinaron al microscopio realizando una descripcion morfoldégica y se
solicitaron las técnicas complementarias oportunas: colorimétricas o de
inmunocitoquimica.

6.-Se emiti6 el correspondiente diagndstico en los términos: negativo,

sospechoso o positivo para células malignas.

67



PACIENTES Y METODOS

3.2.2.- Procesamiento de las biopsias pleurales

Para obtener un diagndstico con alto grado de seguridad, siguiendo las
indicaciones de anatomia patoldgica, se procedié a la recogida de varias muestras
pleurales. Una vez recepcionados los especimenes en el laboratorio correspondiente,
se siguid el procedimiento que a continuacion se refiere, con el objeto de conseguir un

diagnostico definitivo del proceso pleural.

1.-Fijacién inmediata en formol al 10% de las piezas quirurgicas durante un
tiempo minimo de 24 horas.

2.-Estudio macroscépico y descripcion de las mismas incluyendo forma,
tamarnio, caracteristicas especiales, color y consistencia.

3.-Tallado de las muestras e inclusion en parafina formando bloques.

4.- Obtencion de cortes de las muestras (2 micras) y tincion con hematoxilina-
eosina.

5.- Examen microscépico y descripcion de los hallazgos histolégicos.

6.- Solicitud de técnicas especiales colorimétricas y de inmunohistoquimica.

7.- Emision de informe con resultado del proceso patoldgico subyacente.

3.3.- Procesamiento del liquido pleural para su estudio en el laboratorio

de biologia y genética molecular

El procesado y analisis de la muestras objeto del estudio in vitro, fue realizado en
su totalidad en el laboratorio del IBGM de Valladolid.
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En todos los casos las muestras cumplian las condiciones necesarias para poder
realizar las determinaciones establecidas, que se fijaron en las siguientes: cuantia
minima de 1000 mililitros de liquido pleural con escasa contaminacion hematica y la

posibilidad de obtener un nimero minimo de células de 6 millones por mililitro.

3.3.1.- Procesado inicial de las muestras

El primer paso consisti6 en trasvasar el liquido pleural a tubos tipo falcon,

trabajando siempre en campana estéril para evitar la contaminacion de las muestras.

Una vez trasvasada la totalidad del liquido pleural a dichos tubos, las muestras
fueron centrifugadas a 1500 revoluciones durante 5 minutos a una temperatura de
37°C, con el fin de decantar las células presentes en el mismo. Al finalizar la
centrifugacién se procedié a eliminar el sobrenadante liquido manteniendo el pellet
celular, el cual se resuspendié con RBC lysis buffer y se sometié a agitacion suave
durante 3 minutos a 37 °C de temperatura. EI RBC lysis buffer esta compuesto por
8,26 gramos de cloruro aménico (NH4CI), 1 gramo de bicarbonato potasico (KHCO3) y
0,037 gramos de EDTA (Acido etilendiaminotetraacético) disueltos en 1 litro de agua
destilada. El objetivo de resuspender el pellet celular con RBC lysis buffer es la
eliminacion de las células rojas sanguineas (hematies) presentes en la muestra y que
pueden interferir con el proceso posterior de analisis de las muestras. En caso de
comprobarse persistencia macroscopica de hematies, la suspension del pellet celular
es nuevamente centrifugada en las mismas condiciones descritas con anterioridad,
eliminandose de nuevo el sobrenadante y procediéndose a una nueva resuspension

con el RBC lysis buffer.
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Tras la descontaminacién hematica de la muestra se prosigue el procesamiento de
la misma trabajando siempre en campana estéril. El pellet celular obtenido es
resuspendido con PBS mediante una mezcla suave con pipeta. Tras homogeneizar la
muestra se completa el volumen del tubo falcon hasta los 50 mililitros con este PBS y
se centrifuga de nuevo, afadiéndose al pellet celular obtenido DMEM (Dulbecco’s
modified eagle medium) suplementado con antibidticos, hasta obtener una

concentracién celular de 10 millones de células por mililitro.

A continuacion la muestra es distribuida en 7 tubos, afiadiéndose cisplatino a una
concentracién de 33,7 microgramos por mililitro en 3 de ellos. 6 de las muestras
resultantes son incubadas durante un periodo de tiempo de 2 horas en las siguientes

condiciones:

= 37°C sin cisplatino
= 40°C sin cisplatino
= 42°C sin cisplatino
= 37°C con cisplatino
= 40°C con cisplatino

= 42 °C con cisplatino

Transcurridos los 120 minutos, las células se resuspenden nuevamente en DMEM
y se colocan en placas de cultivo que permaneceran durante 24 horas en estufa a una

temperatura constante de 37°C.

La séptima muestra es preservada en congelacion a -60 °C para emplearse como

control en la determinacion posterior de la expresién proteica.
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3.3.2.- Procesado de las muestras tras 24 horas de incubacioén

3.3.2.1- Senalizacioén celular

Con el objetivo de poder determinar el comportamiento de las células pleurales
tumorales respecto de otros tipos celulares pleurales presentes en las muestras, las

células fueron marcadas con los anticuerpos CD11b y DC-SIGN.

El CD11b pertenece a la familia de las integrinas y es expresado en superficie por
diferentes tipos celulares incluyendo monocitos, neutréfilos, células NK, granulocitos y
macrofagos. Funcionalmente el CD11b regula la adhesién leucocitaria y la migracion
como mediador de la respuesta inflamatoria. La tincién positiva para CD11b permite la
senalizacion de granulocitos, macréfagos, células dendriticas foliculares,

promielocitos, células NK y algunas células de tipo By T.

El DC-SIGN es una proteina integral de membrana tipo Il expresada unicamente
por células dendriticas localizadas en tejidos situados en lugares de exposicion a
antigenos, como determinadas partes del tubo digestivo (boca, eséfago, duodeno y
colon), genitales femeninos (cérvix, vagina y endometrio), via respiratoria (intersticio
pulmonar, vaina conectiva broncovascular y pleura) y sangre periférica. Su funcién es
mediar en la union de las células T con las CD a través de moléculas de adhesion y
regula la migracion trans-endotelial de las células dendriticas desde el endotelio

vascular hasta el tejido linfoide.

3.3.2.2- Determinacién de apoptosis

Para la determinacién de la apoptosis celular se empleé el marcado de las células

con fosfatidil-anexin serina (V-FICT) y con ioduro de propidio (IP).
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Dentro de los multiples métodos in vitro que pueden emplearse para determinar
apoptosis en las células, uno de los mas utilizados consiste en la evaluacion de las
alteraciones de la membrana, siendo en este sentido uno de los ensayos mas
relevantes el de la anexina V conjugada con algun tipo de fluorocromo, como por
ejemplo la fluoresceina (FICT). La anexina V es una proteina recombinante que se une
especificamente a residuos de fosfatidil serina que se encuentran expuestos en la cara

externa de la membrana plasmatica de las células apoptdéticas.

Adicionalmente, la combinacién de anexina V-FITC y el marcador ioduro de
propidio (IP), se emplea para diferenciar las células apotéticas de las necréticas, de
manera que las células negativas para ambos marcadores seran células no
apoptoticas, si presentan anexina V-FITC positiva e IP negativo se encontraran en

apoptosis temprana y la positividad de ambos indica necrosis celular.

3.3.2.3.- Procedimientos de marcaje y tincién celular para su
diferenciacién y cuantificacién de apoptosis

Tras mantener las muestras en placas de cultivo en estufa a 37 °C durante 24 hs se
realizaron los procedimientos encaminados a la sefalizacion y diferenciacion celular,

asi como las tinciones necesarias para la posterior determinacién de la apoptosis.

Tras la recogida de las células, las muestras fueron bloqueadas con FBS y se
mantuvieron durante 15 minutos en hielo. Posteriormente se realizé un lavado de las
mismas con 1 mililitro de PBS y BSA, afiadiéndose el anticuerpo primario (alfa-CD11b
y alfa-CD-SIGN) en una concentracién de 5 microgramos por marcador y muestra. Se
mantuvo la incubacion durante 30 minutos en hielo y posteriormente las muestras se

centrifugaron a 6000 g durante 30 segundos.

Se realiz6 un nuevo lavado con 1 mililitro de PBS y BSA, para proceder a la

incubacién con el anticuerpo secundario: gamma y alfa-mouse-PE.
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Tras incubacion en hielo durante 20 minutos con el anticuerpo secundario, se hizo un
lavado de las muestras con binding buffer y se procedi6 a la tincién con anexina V-
FITC y con ioduro de propidio (incubacion en hielo 10 minutos con concentraciones de

2 microlitros por marcador y muestra).

Finalmente se procedié a un ultimo lavado de las muestras con binding buffer y
resuspension celular en 500 microlitros del mismo, para la inmediata cuantificacion de

apoptosis mediante técnica de citometria.

Las condiciones de las que se pudo disponer para cada muestra correspondieron a:

anexina-IP, anexina-IP-gamma, anexina-IP-CD-11b, anexina-IP-DC-SIGN.

Para la determinacion de la apoptosis celular se empled un citdmetro modelo
Gallios Flow Cytometer (Beckman Coulter) y el software Kaluza Flow Cytometry

Analysis Software.

3.3.3.- Determinacion de la expresiéon de proteinas implicadas en el

proceso de apoptosis

Para determinar las proteinas relacionadas con la apoptosis expresadas por las
células recogidas y aisladas del liquido pleural, se empled el Proteome Profiler Human
Apoptosis Array Kit (referencia ARY009, R&D System). Dicho kit permite la
determinacién en una unica muestra de la expresién relativa de 35 proteinas
relacionadas con la apoptosis sin necesidad de equipacion especifica, mediante un

método rapido y sensible.

En nuestro estudio centramos la investigacion en la variabilidad de las proteinas

proapoptéticas y antiapoptéticas mas relevantes del proceso apoptético:

1.- Proapoptéticas: Citocromo C, Bad, Bax, Pro-Caspasa 3, FADD,
Fas/TNFR-SF6, Smac/Diablo y HTRA2/Omi.

2.- Antiapoptéticas: XIAP, Bcl-2, Bcel-x, Hsp70, Hsp27 y Hsp60.
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Tras escrapear las células de la placa de cultivo se realizé un lavado con PBS y
posteriormente la resuspension de las mismas en 150 microlitros del buffer de lisis
especifico del kit, llevandolas a una concentracion de 10 millones de células por
mililitro. Tras una incubacion de 30 minutos en hielo, se procedié a la
microcentrifugacion de la muestra a 14.000 g durante 5 minutos, obteniéndose el
sobrenadante necesario para la cuantificacion proteica (extracto proteico (EP)). Dicho

sobrenadante se conservo a -80 °C hasta el procesamiento del mismo.

Las correspondientes muestras de los extractos proteicos fueron incubadas segun
las instrucciones especificas del Array y tras la obtencion de un film con los resultados

de cada muestra procesada se llevo a cabo el analisis de los datos obtenidos.

Las sefiales positivas tras el revelado del film son identificadas con facilidad
mediante la colocacion de la plantilla del kit sobre la imagen obtenida, alineandola con
los puntos de referencia de las tres esquinas del Array. La densidad en pixels del film
revelado es recogida y analizada mediante el empleo de un scanner en modo

transmision y un software especifico de analisis de imagen, el cual permite:

e La creacion de una plantilla para el analisis de la densidad en pixels de cada
punto del Array.

e La exportacion de los valores de sefal a un archivo tipo “spreadsheet” para su
tratamiento en un programa tipo Micosoft Excel.

o La determinacion de la media de senal (densidad de pixels) de cada par de
puntos que representan cada proteina relacionada con la apoptosis.

e La comparacion de las senales correspondientes de diferentes Arrays para
poder determinar el cambio relativo de los niveles de proteinas entre las
diferentes muestras.

74



PACIENTES Y METODOS

4.- Tratamiento estadistico

Al tratarse de un estudio con medidas intrasujeto, el analisis se realizé mediante el
procedimiento GLM Repeated Measures de SPPS Statitics. Teniendo en cuenta el
pequeno tamano muestral para los diferentes subgrupos, la significacién estadistica se
obtuvo mediante la prueba no paramétrica de Friedman, considerandose significativo

desde el punto de vista estadistico un valor p <0,05.
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1.- Consideraciones previas

Para poder evaluar la mayor o menor sensibilidad de las células neoplasicas al
efecto de la hipertermia y agentes citostaticos, en términos de apoptosis celular, se
decidié comparar su comportamiento con el de otro grupo de células sometido a las
mismas condiciones experimentales. Para ello se procesaron 6 liquidos pleurales de
pacientes con diagndstico citolégico y anatomopatoldgico final de proceso pleural
inflamatorio. Con estas muestras se siguié el mismo esquema que con las de liquidos
pleurales neoplasicos, en lo que al procedimiento de sefializacion y tincidon celular se

refiere, para la cuantificacion de apoptosis celular.

Tras sefalizar las células con CD-11b y DC-SIGN pudieron diferenciarse las células
neoplasicas de los granulocitos, macréfagos, polimorfonucleares, células dendriticas y
células NK presentes en el liquido pleural. Dicha diferenciacion resultdé fundamental
para poder cuantificar el porcentaje de apoptosis celular correspondiente a las células
tumorales, tras ser sometidas a incremento de temperatura de 37°C a 40°C y 42°C y a

la adiccion de un agente citostatico (cisplatino).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio previamente realizado
por este grupo de investigacion en el modelo murino, - constatacion de un mayor
porcentaje de necrosis celular que de apoptosis con la elevacién de la temperatura a
42°C -, y la posibilidad del incremento de los efectos nocivos sobre las células de los
tejidos sanos de los pacientes por la elevacion de la temperatura a 42°C, se decidio
evaluar los cambios en la expresion de las proteinas relacionadas con el proceso
apoptético en las células neoplasicas, en las condiciones de temperatura de 37°C y

40°C, sumada o no la adiccién de cisplatino.
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2.- Determinacién de la apoptosis celular

De manera global pudo objetivarse un aumento en el porcentaje de apoptosis en
todos los tipos celulares en relacion con el aumento de temperatura desde 37°C a
40°C y 42°C.

Al valorar el efecto de la hipertermia en las células inflamatorias, la mediana del
porcentaje de apoptosis hallada a 37°C se consideré como la unidad (valor igual a 1) y
se tomo6 como referencia para estimar el aumento porcentual de apoptosis celular a
40°C y 42°C. Las medianas obtenidas en estas dos condiciones fueron
respectivamente de 1,67 y 1,33, resultando los cambios observados estadisticamente

significativos (p=0,006).

En cuanto a la respuesta en términos de apoptosis de las células inflamatorias
sometidas a la accion conjunta de la hipertermia y el citostatico, se comprobd también
aumento porcentual de la misma en relacion al incremento de la temperatura. Valores
de 1,34, 1,91 y 2,08 fueron los hallados respectivamente para las condiciones de
37°C, 40°C y 42°C con adiccién de cisplatino (p=0,012).

De modo semejante al empleado para el andlisis de las células inflamatorias se
procedid con las células neoplasicas. La mediana del porcentaje de apoptosis
registrado en las células neoplasicas a 37°C (apoptosis espontanea) fue considerado
el dato de referencia o basal, y se equiparé a la unidad (valor igual a 1). Con la
elevacion de la temperatura de las muestras a 40°C y 42°C, se aprecid un incremento
en el porcentaje de apoptosis hallado en las células tumorales, con valores de 1,11 y
1,25 respectivamente, si bien dicha variacién no resulté estadisticamente significativa
(p= 0,165).
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Al analizar la respuesta celular tras la adicciéon de cisplatino, se objetivd un

aumento de la apoptosis con valores de 1,43, 1,80 y 1,59 para las temperaturas de

37°C, 40°C y 42°C

respectivamente,

estadisticamente significativa (p=0,014).

La representacion de los datos referidos queda expresada en la tabla A

siendo su variacibn en este caso

Células Inflamatorias

Células Tumorales

Condiciones

Mediana Apoptosis

Friedman test p

Mediana Apoptosis

Friedman test p

Sin Cisplatino

372C 1 0.006 1 0.165
40°C 1.67 0.006 1.11 0.165
42°C 1.33 0.006 1.25 0.165
Con Cisplatino

37°C 1.34 0.012 1.43 0.014
402C 1.91 0.012 1.80 0.014
420C 2.08 0.012 1.59 0.014

Tabla A.- Porcentaje de apoptosis celular en células inflamatorias y células

neoplasicas tras la accion de la hipertermia y el cisplatino.
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3.- Determinacién de la expresion de proteinas relacionadas

con la apoptosis en las células pleurales neoplésicas

3.1.- Familia de las proteinas Bcl-2

En lo que se refiere a la familia de las proteinas Bcl-2, fue determinada la expresién

de Bcl-2, Bad, Bax y Bcl-x, apreciandose el siguiente comportamiento:

Con el aumento de temperatura de 37°C a 40°C, se pudo apreciar un descenso
porcentual de expresidn de la proteina proapoptética Bad (-14%) y de la
antiapoptoética Bcel-2 (-12,2%). Asi mismo, se objetivé estabilidad de la proapoptética

Bax (-0,45%) e incremento en la antiapoptética Bel-x (+16,3%).

El analisis de la expresion proteica de las muestras a 37°C y 37°C con adiccion de
cisplatino, evidencié el descenso porcentual, por el efecto del citostatico, en la
expresion de todas las proteinas de la familia Bcl-2: Bad (-11%), Bax (-6,7%), Bcl-x (-
31,3%) y Bcl-2 (-30,5%).

La comparacion de las muestras a 37°C+cisplatino y 40°C+cisplatino, aprecié un
importante incremento en la expresién de la totalidad de las mismas: Bad (+203%),
Bax (+253%), Bcl-2 (+229,6%) y Bcl-x (+363,3%).

Al comparar la expresidon proteica en la situacion basal con la presente tras el
efecto de la hipertermia y el citostatico (muestras a 37°C y a 40°C+cisplatino), se
objetivd igualmente un importante incremento de todas las proteinas de esta familia:
Bad (172,4%), Bax (229,7%), Bcl-2 (129,37%), Bcl-x (218,36%).

El compendio de los resultados de las variaciones de la expresion proteica referida
a las proteinas de la familia Bcl-2, quedan expresados en la Tablas By C vy en las

Figuras 1 a 4.
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PROTEINA 37eC 40°C 372C+Cisp 40°C+Cisp
Bad 174 149 156 474
Bax 239 238 223 788
Bcl-2 286 251 199 656
Bcl-x 147 171 101 468

Tabla B.- Concentracién proteinas de la familia Bcl-2

PROTEINA % variacion %variacion % variacion % variacion
372°C/40°C 37eC/37°C+Cisp 372C+Cisp/40°C+Cisp 372C/40°C+Cisp
Bad -14,3% -11% +203% +172,4%
Bax -0,45% -6,7% +253% +229,7%
Bcl-2 -12,2% -30,5% +229% +129,3%
Bcl-x +16,3% -31,3% +363,3% +218,3%

Tabla C.- Variaciones porcentuales en la expresion de proteinas de la familia Bcl-2
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Figura 1.- Variacion en la expresion de proteinas de la familia Bcl-2 de 37°C a 40°C
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Figura 2.- Variacién de la expresién de proteinas de la familia Bcl-2 de 37°C a
37°C+Cisplatino
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Figura 3.- Variacidon de la expresién de proteinas de la familia Bcl-2 de
37°C+Cisplatino a 40°C+Cisplatino
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Figura 4.- Variacion de la expresion de proteinas de la familia Bcl-2 de 37°C a
40°C+Cisplatino
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3.2.- Las proteinas de choque térmico. Familia Hsp

Se determinaron Hsp27, Hsp60 y Hsp70 calificadas como proteinas citoprotectoras

y por lo tanto con cierto grado de efecto antiapoptético.

Con el aumento de temperatura de las muestras de 37°C a 40°C, se pudo constatar
un leve descenso porcentual en la expresion de Hsp27 (-5,2%) y Hsp70 (-4,9%) e
incremento de Hsp60 (+31,1%).

Al determinar la expresion proteica de las muestras a 37°C y 37°C con adiccion de
cisplatino, se aprecié un descenso porcentual de la expresion de Hsp27 (-30,3%) y
Hsp60 (-11,8%) e incremento importante para Hsp70 (+89,8%), por la accién del

citostatico.

La comparacion de las muestras 37°C+cisplatino y 40°C+cisplatino, permitid
constatar una elevacion de la expresion porcentual de todas las proteinas de la familia
Hsp: Hsp27 (+41,8%), Hsp60 (+1,8%), Hsp70 (+17,8%).

El analisis de las tasas de expresion proteica a 37°C (basal) y a 40°C+cisplatino,
evidencio un leve descenso de Hsp27 (-1,1%), una disminucién algo mas acusada
para Hsp60 (-10,2%) e incremento importante de Hsp70 (+223,7%).

El compendio de los resultados de las variaciones de la expresion de las proteinas

de la familia Hsp, quedan expresados en la Tablas D, E y las Figuras 5 a 8.
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PROTEINA 37°C 40°C 372C+Cisp 40°C+Cisp
Hsp27 192 182 134 190
Hsp60 196 257 173 176
Hsp70 345 328 655 772

Tabla D.- Concentracién proteinas familia Hsp

PROTEINA % variacion % variacion % variacion % variacion
372°C/40°C 372C/372C+Cisp 372C+Cisp/40°C+Cisp 372C/40°C+Cisp
HSp27 -5,2% -30,3% +41,8% -1,1%
Hsp60 +31,1% -11,8% +1,8% -10,21%
HSp70 -4,9% +89,8% +17,8% +223,7%

Tabla E.- Variaciones porcentuales en la expresion de proteinas de la familia Hsp
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Figura 5.- Variacién en la expresién de proteinas de la familia Hsp de 37°C a 40°C
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Figura 6.- Variacion en la expresion de proteinas de la familia Hsp de 37°C a
37°+Cisplatino
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Figura 7.- Variacién en la expresion de proteinas de la familia Hsp de 37°+Cisplatino a
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Figura 8.- Variacién en la expresion de proteinas de la familia Hsp de 37° C a
40° C+Cisplatino
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3.3.- Otras proteinas relacionadas con la apoptosis

Ademas de las proteinas de la familia Bcl-2 y Hsp, se determiné la expresion de

otras proteinas implicadas en el proceso de la apoptosis a diferentes niveles:

1.- Proapoptoticas: FADD, Fas/TNFR-SF6, Pro-Caspasa 3, SMAC/Diablo, Citocromo C
y HTRA2/Omi.

2.- Antiapoptoticas: XIAP.

El efecto de la elevacion térmica desde 37°C a 40°C, ocasiond un descenso
generalizado en la expresion de las proteinas con accion proapoptotica: FADD
(-1,5%), Fas/TNFR-SF6 (-13,5%), Pro-Caspasa 3 (-20,4%), SMAC/Diablo (-17,4%),
Citocromo C (-58,3%) y HTRA2/Omi (-29,1%). En el caso de la proteina inhibidora de

la apoptosis XIAP, se evidencio un incremento en su expresion (+20,4%).

La determinacion de la expresion proteica de las muestras a 37°C y 37°C con
adiccion de cisplatino, mostré descenso porcentual (por la accion del citostatico), en
la expresion de las proteinas proapoptoticas FADD (-28,2%) y Fas/TNFR-SF6
(-40,9%), mientras que el resto de proteinas analizadas incrementaron su expresion:
Pro-Caspasa 3 (+61,5%), SMAC/Diablo (+96,5%), Citocromo C (+2,2%), HTRA2/Omi
(+36,6%)y XIAP (+128,8%).

La comparacion de las muestras a 37°C+cisplatino y 40°C+cisplatino, evidencié un
incremento de FADD (+205,2%), Pro-Caspasa 3 (+30,8%), SMAC/Diablo (+8,21%) y
HTRA2/0Omi (+4,1%), decremento de XIAP (-20,6%), descenso muy leve de Citocromo
C (-0,6%) y ausencia de cambios para Fas/TNFR-SF6.

El analisis de las tasas de la expresion proteica a 37°C (basal) y a 40°C+cisplatino,
evidencié descenso unicamente en Fas/TNFR-SF6 (-40,9%) e incremento en el resto
de las proteinas: FADD (+119,7%), Pro-Caspasa 3 (+111,3%), SMAC/Diablo
(+112,6%), XIAP (+106%), Citocromo C (+1,64%) y HTRA2/Omi (+42,1%).

El compendio de los resultados de las variaciones de estas proteinas quedan

expresados en la Tablas Fy Gy en las Figuras 9 a 12.
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PROTEINA 37eC 40°C 37°C+Cisp 40°C+Cisp
PRO-APOPTOTICAS:

EADD 213 210 153 468
FAS/TNFR-SF6 978 846 578 578
Pro-Caspasa 3 2562 2041 4139 5415
SMAC/Diablo 799 660 1570 1699
Citocromo C 1700 711 1738 1728
HTRA2/Omi 486 345 664 691
ANTI-APOPTOTICAS:

XIAP 288 347 659 596

Tabla F.- Concentracién de proteinas relacionadas con el proceso apoptético.
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PROTEINA % variacion | % variacion % variacion % variacion
37°C/40°C | 37°C/37°C+Cisp | 37°C+Cisp/40°C+Cisp | 372C/40°C+Cisp

PRO-APOPTOTICAS:

FADD -1,5% -28,2% +205,2% +119,7%
FAST/TNFR-SF6 -13,5% -40,9% 0% -40,9%
Pro- Caspasa 3 '20,4% +61,5% +30,8% +111,3%
SMAC/Diablo -17,4% +96,5% +8,2% +112,6%
Citocromo C -58,3% +2,2% -0,6% +1,6%
HTRA2/Omi -29,1% +36,6% +4,1% +42,1%
ANTI-APOPTOTICAS:

XIAP +20,4% +128,8% -20,6% +106%

Tabla G.- Variaciones porcentuales en la expresion de proteinas relacionadas con el

proceso apoptoético
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Figura 9.- Variacion en la expresién de proteinas relacionadas con el proceso

apoptético de 37°C a 40°C
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RESULTADOS

3.4.- Compendio de la variacion en conjunto de las proteinas con accion

proapoptotica

Si expresamos de forma conjunta los hallazgos observados, refiriéndonos a las

proteinas con accién proapoptética, los resultados fueron los siguientes:

El efecto de la temperatura de manera aislada (variacién de 37°C a 40°C), asoci6

un descenso generalizado en la expresion de todas las proteinas proapoptéticas.

El efecto aislado del citostatico (comparacion de muestras 37°C y 37°C+cisplatino),
se vio seguido de un comportamiento heterogéneo, con descenso de Bad, Bax, FADD
y FAS/TNFR-SF6 e incremento de Citocromo C, Pro-Caspasa 3, Smac/Diablo y
HTRA2/Omi.

En la comparacion de muestras a 37°C+cisplatino y 40°C+cisplatino, pudo
apreciarse elevacion generalizada en la expresion de todas las proteinas
proapoptéticas determinadas, a excepcion de Citocromo C que presentd un levisimo

descenso y FAS/TNFR-SF6 que no sufrié modificaciones.

La respuesta al efecto combinado del incremento de temperatura y cisplatino desde
la situacion basal (variacion de 37°C a 40°C+cisplatino), resultdé en un incremento
generalizado de todas las proteinas proapoptéticas, a excepcion de Fas/TNFR que

presentd disminucion en su expresion.

El compendio de los resultados referidos a las proteinas con accion proapoptética

quedan expresados en las Tablas He | y en las Figuras 13 a 16.
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PROTEINA 37eC 40°C 379C+Cisp 40°C+Cisp

Bad 174 149 156 474
Bax 239 238 223 788
Citocromo C 1700 711 1738 1728
Pro Caspasa 3 2562 2041 4139 5415
FADD 213 210 153 468
FAS/TNFR-SF6 978 846 578 578
SMAC/Diablo 799 660 1570 1699
HTRA2/Omi 486 345 664 691

Tabla H.- Concentracion de proteinas con accién proapoptdtica

PROTEINA % variacion % variacion % variacion % variacion
372C/40°C 37eC/37°C+Cisp | 37°2C+Cisp/40°C+Cisp | 37°C/402C+Cisp

Bad -14,3% -11% +203% +172,4%
Bax -0,45% -6,7% +253% +229,7%
Citocromo C -58,3% +2,2% -0,6% +1,6%

Pro Caspasa 3 -20,4% +61,5% +30,8% +111,3%
FADD -1,5% -28,2% +205,2% +119,7%
FAS/TNFR-SF6 -13,5% -40,9% 0% -40,9%

SMAC/Diablo -17,4% +96,5% +8,2% +112,6%
HTRA2/Omi -29,1% +36,6% +4,1% +42,1%

Tabla I.- Variaciones en la expresidn de proteinas con accion proapoptoética
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3.5.- Compendio de la variacién en conjunto de las proteinas con accion

antiapoptotica

Si expresamos de forma conjunta los hallazgos observados refiriéendonos a las

proteinas con accién antiapoptotica, los resultados fueron los siguientes:

El efecto de la temperatura de manera aislada (variacion de 37°C a 40°C), asoci6

descenso de Bcl-2, Hsp70 y Hsp27 e incremento de XIAP, Bcl-x y Hsp60.

El efecto aislado del citostatico (comparacion de muestras 37°C y 37°+cisplatino),
se vio seguido de un comportamiento heterogéneo, con descenso de Bcl-x, Bcl-2,
Hsp27 y Hsp60 e incremento de XIAP y Hsp70.

En la comparacion de muestras a 37°C+cisplatino y 40°C+cisplatino, pudo
apreciarse elevacion en la expresion de todas las proteinas con accion antiapoptética

analizadas, a excepcion de XIAP que mostré decremento.

La respuesta al efecto combinado del incremento de temperatura y cisplatino desde
la situacion basal (variacién de 37°C a 40°C+cisplatino), resulté en un incremento de la

expresion de XIAP, Bcl-2, Bcl-x y Hsp70 y leve descenso de Hsp27 y Hsp60.

El compendio de los resultados referidos a las proteinas con accién proapoptoética

quedan expresados en las Tablas J y K y en las Figuras 17 a 20.
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PROTEINA 37eC 40°C 372C+Cisp 40°C+Cisp
Bcl-2 286 251 199 656
Bcl-x 147 171 101 468
XIAP 288 347 659 596
Hsp 27 192 182 134 190
Hsp 60 196 257 173 176
Hsp 70 345 328 655 772

Tabla J.- Concentracion de proteinas con accion antiapoptética

PROTEINA % variacion % variacion % variacion % variacion
379c/40°C 372C/372C+Cisp 379C+Cisp/40°C+Cisp | 372C/40°C+Cisp

Bcl-2 -12,2% -30,5% +229% +172,4%
Bcl-x +16,3% -31,3% +363,3% +229,7%
XIAP +20,4% +128,8% -20,6% +106%
Hsp 27 -5,2% -30,3% +41,8% -1,1%
Hsp 60 +31,1% -11,8% +1,8% -10,2%
Hsp 70 -4,9% +89,8% +17,8% +223,7%

Tabla K.- Variaciones en la expresién de proteinas con accion antiapoptdtica
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3.6.- Compendio de la variacion en conjunto de las proteinas con accion

proapoptotica y antiapoptdtica en relacion con el tipo histolégico tumoral

Al analizar la variacion en la expresion proteica de las muestras teniendo en cuenta

el tipo histoldgico, se pudieron apreciar los siguientes resultados:

3.6.1.- Adenocarcinoma poco diferenciado

De manera general pudo apreciarse un descenso en la expresion de proteinas
tanto proapoptéticas como antiapoptéticas para todas las condiciones ensayadas:
efecto aislado de la temperatura, efecto aislado del cisplatino y efecto combinado de la
hipertermia y el cistostatico. Se constatd elevacion en Bad y Bax en relacién al efecto
del citostatico aislado y del incremento térmico asociado al cisplatino. También
mostraron incremento, aunque solo para algunas condiciones, FADD, Bcl-2,

HTRA2/Omi y las proteinas de la familia Hsp.

3.6.2.- Adenocarcinoma bien diferenciado

En este caso se aprecio la respuesta casi contraria, objetivandose un incremento
generalizado (a excepcion de Pro-Caspasa 3), de todas las proteinas cuantificadas y
para todas las condiciones ensayadas. Asi mismo, las antiapoptéticas Hsp27 y XIAP

presentaron decremento tras la accion conjunta de la hipertermia y el cisplatino.
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3.6.3.- Mesotelioma

En el caso del mesotelioma se observé una elevacion generalizada de las proteinas
proapoptoticas para todas las condiciones, a excepcion de Citocromo C y de
Fas/TNFR-SF6. En el caso de las proteinas con accion antiapoptoética, pudo
apreciarse descenso en Bcl-x y ascenso de Hsp70, Hsp60 y XIAP para todas las

condiciones ensayadas.

El compendio de los resultados de las variaciones de expresion proteica en funcion

del subtipo histolégico, quedan expresados en las Tablas L, My N.
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Proteina % variacion % variacion % variacion
372C -402C 372C - 372C + cisp 372C - 40°C + cisp

Bad 0% +22,1% +15%
Bax -27,6% +16% +14,4%
Bcl-2 -8,4% -5% +0,7%
FADD +18% -4% +32%
Bcl-x -8,2% -60% -10%
Fas/TNFR SF6 -2% -7,3% -5,1%
Pro-Caspasa 3 -9,2% -20,1% -15,5%
HSP27 -7,3% -30% +4%
Smac/Diablo -3,9% -8,4% -13,8%
HSP60 -39,6% +37,5% -47%
HSP70 +4,3% -2% -2,3%
HTRA2/Omi +21,3% -12% -23%
XIAP -16,6% -12% -28,2%
Citocromo C -12,4% -10,8% -17,5%

Tabla L.- Variaciones en la expresidon proteica en adenocarcinomas poco

diferenciados.
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RESULTADOS

Proteina % variacion % variacion % variacion
372C —-402C 372C—-372C +cisp | 372C —402C + cisp

Bad +24,7% +18% +46,2%
Bax +69,4% +47% +98%
Bcl-2 +33% +20,3% +13,8%
FADD +43,1% +37,8% +45,4%
Bcl-x +53,1% +57,2% +53,7%
Fas/TNFR SF6 +32,8% +12,4% +26,9%
Pro-Caspasa 3 -7,3% -17,1% -8%
HSP27 +31,2% +12,1% -82,5%
Smac/Diablo +3,8% +6,9% +1,1%
HSP60 +105,7% +65,4% +75,3%
HSP70 +22,8% +8,5% +24,2%
HTRA2/0Omi +3,5% +1,9% +15%
XIAP +4,5% +12,6% -26,5%
Citocromo C -3,9% +6,2% 0%

Tabla M.- Variaciones en

diferenciados.

la expresidon proteica en adenocarcinomas bien
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RESULTADOS

Proteina % variacion % variacion % variacion
372C —-40°C 372C—-372C +cisp | 372C—402C + cisp

Bad -24,7% +15% -17,6%
Bax +122,4% +206,7% +220,2%
Bcl-2 +15,7% -14,7% +32,6%
FADD +15,7% +5,6% +13,5%
Bcl-x -16% -36,3% -16,7%
Fas/TNFR-SF6 -3,1% -50,4% -73%
Pro-Caspasa 3 +17,2% +6,6% +24,6%
HSP27 +15,5% -21,1% +2,7%
Smac/Diablo +5,1% -37,1% -53,2%
HSP60 +47,4% +36% +30,9%
HSP70 +253% +124,7% +170%
HTRA2/Omi +3,1% -1,5% +34,8%
XIAP +29,7% +104% +44,5%
Citocromo C -15,9% -7,9% -22%

Tabla N.- Variaciones en la expresién proteica en mesotelioma pleural maligno.
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DISCUSION

1.- ¢Esta justificada la investigacion de la quimioterapia hipertérmica

intrapleural? ¢ Es necesario proseguir en la investigacion de la misma?

El mesotelioma pleural maligno es un tumor agresivo que presenta un mal
prondstico y cuya incidencia se ha incrementado en los paises industrializados. Los
datos epidemioldgicos de los que se dispone estiman un aumento de su incidencia y
de la mortalidad asociada al mismo durante la proxima década. Las terapias con
quimioterapia y radioterapia, acompafadas o no de la exéresis quirurgica, no logran
ofrecer en la actualidad un control satisfactorio de la enfermedad. Por otra parte, la
infiltracién tumoral maligna metastasica de la pleura se asocia igualmente a tasas de
supervivencia de pocos meses y gran afectacion de la calidad de vida de los enfermos

afectados*®5.

En los ultimos afios la aplicacién de quimioterapia hipertérmica a nivel intrapleural
ha sido realizada de forma experimental en diferentes unidades de cirugia toracica de
distintos hospitales de Japén, Estados Unidos y Europa. Algunos grupos como los de
Sugarbaker, Yellin e Isik®%°7*® han obtenido recientemente resultados prometedores
en lo referente al incremento del tiempo libre de enfermedad y a la supervivencia

global, en pacientes seleccionados, tras la aplicacién de este tipo de tratamiento.

Sin embargo no se han aclarado por completo los mecanismos biomoleculares
implicados en la lesion celular secundaria a la aplicacion combinada de hipertermia y
citostaticos. Por otro lado, no ha sido posible establecer aun protocolos definitivos de
administracion, ya que existen numerosas incégnitas por resolver que permitan

optimizar y normalizar este tipo de terapia.

Factores como el tipo de cistostatico y dosis a emplear, la temperatura idonea de
aplicacion y el tiempo de exposicion a estos agentes, deben ser consensuados y
establecidos, a fin de protocolizar guias clinicas al respecto y conseguir establecer la

indicacion adecuada y segura de este tipo de tratamiento 26:5859,
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DISCUSION

Por todo ello se hace necesario proseguir la investigacion en este campo,
intentando obtener resultados que permitan dar respuesta a las preguntas resefadas y
ofrecer a los enfermos, con mayor garantia, un tratamiento que mejore su prondstico

vital y les aporte calidad de vida.
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DISCUSION

2.- ¢Es posible afirmar que la quimioterapia hipertérmica induce
apoptosis en las células neoplasicas? ¢ Podria por tanto considerarse que
dicha terapia tiene el efecto esperado?

La respuesta de las células neoplasicas a diferentes agentes, en términos de
apoptosis, constituye en la actualidad un tema de debate, no pudiendo establecerse de
manera definitiva los mecanismos de comportamiento de dichas células tras ser

sometidas a diversos tratamientos.

Actualmente se considera que existe una accién sinérgica y de potenciacion de la
hipertermia y los citostaticos, de manera que el incremento térmico aumentaria la
profundidad de penetracion del farmaco en la célula, aumentando asi su efecto

citotoxico.

Matsuzaki®>** estudio la induccion de apoptosis en células pleurales presentes en
derrames pleurales neoplasicos, mediante la aplicacion de quimioterapia hipertérmica.
Sus resultados, citados en la introduccion de este trabajo, le permitieron concluir en un
aumento significativo del porcentaje de apoptosis celular tras el efecto combinado
sobre las células pleurales del citostatico (cisplatino) y el incremento de la

temperatura.

En nuestro estudio, tras efectuar la sefalizacion celular encaminada a la
diferenciacion de las células neoplasicas de las no tumorales (granulocitos,
macrofagos...etc), se procedid a cuantificar en las muestras de liquido pleural el

porcentaje de células inflamatorias y neoplasicas en apoptosis.

En principio, tanto la respuesta de las células no tumorales como la de las células
neoplasicas al efecto sinérgico de la hipertermia y el citostatico, se tradujo en un
aumento significativo del porcentaje de células en apoptosis. Basandonos en estos
resultados podriamos afirmar que el efecto observado en nuestra experiencia, estaria

en concordancia con los resultados de los estudios de Matsuzaki.
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Si consideramos nuestros resultados, en lo que se refiere al estudio de las
proteinas relacionadas con el proceso de apoptosis celular, pudimos constatar que el
efecto combinado del incremento de temperatura y el cisplatino se vio seguido de
variaciones ostensibles en la expresién porcentual de las principales proteinas

implicadas en el mismo.

En efecto, en nuestra experiencia se observd un incremento generalizado en la
expresion de las proteinas con efecto proapoptético. También pudo apreciarse
elevacién de algunas de las proteinas inhibidoras de la apoptosis (Bcl-2, Bcl-x, XIAP,

Hsp70) y disminucion de otras (Hsp27 y Hsp60).

La accion de algunas proteinas proapoptoticas (como Smac/Diablo y HTRA2/Omi)
consiste en bloquear a las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) como XIAP. Del
mismo modo algunas de las proteinas antiapoptoticas bloquean a otras con efecto
proapoptético (por ejemplo XIAP bloquea la accidon de las caspasas). De esta manera,
el proceso de la apoptosis comprende un complejo equilibrio en el que la expresion de
diversas proteinas que se bloquean y activan entre si, resulta finalmente en la
degradacioén y eliminacion de la célula. Por otra parte las proteinas de la familia Hsp
con funcion citoprotectora o estabilizadora, presentan un efecto inicial antiapoptético
que desaparece cuando el estimulo lesivo se mantiene en el tiempo, de forma que tras

verse sobrepasadas no son capaces de evitar la apoptosis.

La elevacion observada en nuestra experiencia de las proteinas con efecto
antiapoptoético y/o citoprotector tras el efecto de la quimioterapia hipertérmica, estaria
muy probablemente en relacién con la respuesta de las células a la agresion, en un
intento inicial de defensa y conservacion de las mismas, que finalmente se veria
superado por la accion de las proteinas con accion proapoptotica. Dado que la accién
conjunta de la hipertermia y el cisplatino se vio seguida de un significativo aumento en
el porcentaje de células en apoptosis, podemos concluir que el balance final entre el
aumento de las proteinas favorecedoras y/o efectoras de la apoptosis y el de algunas
de las antiapoptéticas o citoprotectoras, resulta en la induccién efectiva de apoptosis

celular.
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Existen pocas publicaciones que analicen la expresién de proteinas a nivel celular
relacionadas con la apoptosis tras el efecto de agentes citostaticos e hipertermia. En
este sentido podemos citar el estudio publicado por Zhao en 2015% analizando la
respuesta de células de adenocarcinoma pulmonar al efecto combinado del agente
con efecto antitumoral de origen vegetal Paris Saponin | e hipertermia de 43°C. Zhao
apreci6 elevaciéon de Bax y Caspasa 3, con descenso de Bcl-2, resultados que son
concordantes parcialmente con los de nuestro estudio (elevacion de Bax y Pro-
Caspasa 3, no asi descenso de Bcl-2). Esta discordancia parcial de resultados, podria
deberse a la distinta temperatura y agente antineoplasico empleados por Zhao, asi

como al tipo de células empleadas en su estudio.

Los resultados obtenidos en nuestra experiencia, ponen de manifiesto los notables
cambios inducidos en las células neoplasicas, en lo que a la expresion de proteinas
implicadas en la apoptosis se refiere, tras el efecto combinado de la hipertermia y
agentes citotéxicos. Asi mismo, el incremento en el porcentaje de apoptosis en las
células tumorales tras ser sometidas a quimioterapia hipertérmica queda patentemente
demostrado, por lo que podemos afirmar que esta combinacion terapéutica, al menos

a nivel celular in vitro, se sigue del efecto esperado y deseado.
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3.- ¢Es la respuesta a la hipertermia y los citostaticos igual en todas las
células neoplasicas? ¢Deberian plantearse diferentes esquemas

terapéuticos dependiendo del tipo de neoplasia pleural?

En nuestro estudio, al analizar la modificacion en la expresion de proteinas
implicadas en la apoptosis en funcion del subtipo histoldgico, los resultados obtenidos
pusieron de manifiesto diferencias evidentes de respuesta entre los diversos tipos
histolégicos de las células tumorales pleurales estudiadas. En el caso de los
adenocarcinomas, la modificacion de la expresidn proteica resulté diferente en razén
del grado de diferenciacion de los mismos. En los que presentaban bajo grado de
diferenciacion, pudo apreciarse un descenso generalizado de casi todas las proteinas
estudiadas. Por el contrario, en el caso de los bien diferenciados, se pudo constatar
una respuesta distinta, y casi antagonica, representada por la elevacion de la practica
totalidad de las proteinas determinadas. En el caso de la afectacion pleural por
mesotelioma, la respuesta resultd mas heterogénea con elevacion y descenso en la
concentracion de proteinas favorecedoras del proceso apoptético, asi como para las

inhibidoras del mismo.

En relacion a estos resultados podemos destacar el estudio publicado por Cregan
en 2013%' que pone de manifiesto la existencia de diferente sensibilidad célula-
dependiente y droga-dependiente en lo que a la respuesta apoptotica de las células
neoplasicas se refiere. En dicho trabajo se investigé la respuesta de células de
mesotelioma al efecto del cisplatino y el papel de algunas de las proteinas implicadas
en el proceso de apoptosis, encontrandose que la inhibicién de la activacién de las
caspasas por XIAP no tiene relevancia en la resistencia relativa del mesotelioma al
tratamiento con cisplatino. Dichos resultados, evidenciarian que existen vias caspasa

independientes implicadas en la respuesta celular del mesotelioma a los citostaticos.
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Este tipo de comportamiento anémalo de las células neoplasicas, en términos de
induccion de apoptosis en respuesta a diversos agentes lesivos, podria ser observado
muy probablemente en la mayor parte de los distintos tipos de tumores. De esta
manera, podemos decir que dependiendo del tipo histolégico concreto de cada
neoplasia, existirian diversas vias de iniciacion y ejecucion de la apoptosis, que son

preferenciales en unos tipos celulares y que se encuentran ausentes en otros.

Los resultados publicados en marzo de 2015 por Zanardelli®?, apoyan igualmente
dicha teoria. Al comparar la respuesta, en términos de induccién de apoptosis, a la
accién del oxaliplatino de astrocitos sanos y de células neoplasicas de carcinoma de
colon, pudo apreciar que ambos tipos celulares presentaban vias especificas y
diferentes de activacion de la apoptosis. De este modo, en el caso de las células
nerviosas sanas, aprecio induccion de la via mitocondrial con elevada liberacién de
Citocromo C, descenso de Bcl-2 y ausencia de cambios en la expresion de Caspasa-8.
Por el contrario, en el caso de las células tumorales intestinales, objetivd elevacion
significativa de la Caspasa-8 y activacion de la via apoptética extrinseca.
Adicionalmente, los estudios de Matsuzaki®?** reflejan diferente respuesta, en términos
de apoptosis, para diferentes tipos celulares (adenocarcinoma pulmonar vy

mesotelioma).

Las diferentes respuestas de las células segun el tipo histolégico obtenidas en
nuestro estudio, pueden explicarse por el fendmeno apuntado en los trabajos referidos
y constituyen un dato mas que apoyaria la existencia de vias alternativas y diferentes
en la ejecucion de la apoptosis para las distintas células neoplasicas, que varian entre
los diversos tipos histolégicos. En nuestra experiencia, podemos resaltar la elevacién
unicamente de las proteinas con accién proapoptoética de la familia Bcl-2 (Bad y Bax)
en el caso de los adenocarcinomas poco diferenciados y el decremento casi exclusivo
de Pro-Caspasa 3 en los adenocarcinomas bien diferenciados. Dichos resultados se
verian relacionados, muy probablemente, con determinada afinidad hacia una via

concreta de ejecucion del proceso apoptotico en cada tipo histolégico.
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Teniendo en cuenta lo expuesto, parece evidente que la investigacién de las vias
que regulan la apoptosis en los distintos tipos de células tumorales en funcién de su
histologia concreta, resulta crucial para poder establecer nuevas dianas terapéuticas y
en consecuencia desarrollar terapias mas efectivas y personalizadas en el control de
las enfermedades neoplasicas, tanto a nivel pleural como sistémico. Podriamos decir
que deberia valorarse el empleo de distintos esquemas de aplicacién de la
quimioterapia hipertérmica en cada caso concreto, en funcién del tipo histolégico de la

neoplasia a tratar.

En este sentido no se dispone en la actualidad de datos suficientes que permitan
establecer terapias dirigidas o individualizadas, por lo que consideramos

imprescindible proseguir la investigacion en este campo.
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4.- ¢La hipertermia aislada es capaz de inducir apoptosis efectiva en las
células tumorales? Si asi fuera, ¢podria considerarse su establecimiento

como terapia aislada?

Los resultados publicados por Kimura en el afio 2010%, concluyen en que la
hipertermia como terapia aislada podria resultar efectiva en el tratamiento de la
enfermedad pleural neoplasica. En el mismo sentido, Ba publica en 20135 un estudio
en el que compara el efecto de la aplicacion aislada de agua destilada a 48°C y el de
la infusién de solucién salina a 45°C con cisplatino en pacientes con afectacién pleural
metastasica. Tras analizar la aparicion de complicaciones, la supervivencia y tasa de
recidiva del derrame, concluye que ambas terapias pueden aplicarse con seguridad y

que no presentan diferencias significativas en sus resultados.

Por contra Chen®” al comparar el efecto de la hipertermia aislada y el de la
quimioterapia hipertérmica, encuentra que la asociacion del incremento térmico y el

citostatico resulta mas eficaz que la aplicacion de la hipertermia aislada.

Falcieri® al estudiar el rol de la hipertermia como activador del proceso apoptético
en cuatro lineas celulares de neoplasias hematolégicas humanas, objetivd que la
respuesta al calor en las diversas lineas de células era muy diferente, encontrando
una importante susceptibilidad a la exposicién térmica en las lineas celulares HL60
(leucemia promielocitica) y U937 (leucemia monoblastica), una escasa sensibilidad en
la DOHH2 (linfoma de células B) y resistencia a la hipertermia en la K562 (linea
eritroblastica de leucemia mieloide crénica). Dicha respuesta podria estar relacionada
con la diferente expresién en cada tipo celular de los genes de Bcl-2 y ber-abl, lo cual

podria conferir a algunas lineas celulares tumorales una condicién antiapoptética.

Resultados similares se describen en el estudio de Harmon®, en el que tras la
exposicion durante 30 minutos a 43°C de diversos tipos de células neoplasicas, se
aprecié una gran variabilidad de respuestas. Unas lineas celulares mostraron
resistencia a la hipertermia (las células correspondientes al melanoma presentaron
menos de un 1% de apoptdsis) y otras escasa resistencia a la agresién térmica (las
células correspondientes al linfoma de Burkitt presentaron un porcentaje de apoptosis

superior al 97%).
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Asi mismo, el estudio de Cameron y Hou*?, concluye la existencia de cierto grado
de termorresistencia en las células del mesotelioma, asi como una mayor reduccion en

la viabilidad celular debida al efecto del citostatico y no de la hipertermia aislada.

En nuestro estudio al analizar el efecto aislado de la hipertermia, se observé en las
muestras estudiadas un diferente comportamiento en la induccién de apoptosis entre
las células de procesos inflamatorios y las neoplasicas. Cuando se estudio la
respuesta de las células neoplasicas pudo apreciarse un aumento en el porcentaje de
células en apoptosis en relacion con el incremento térmico, aunque sin alcanzarse la
significacion estadistica (p=0,165). Sin embargo, si fue observado un incremento
estadisticamente significativo en el porcentaje de apoptosis en las células
inflamatorias. En base a estos resultados podriamos afirmar que en el caso de las
células inflamatorias el efecto aislado de la hipertermia es suficiente para inducir un
aumento significativo en la apoptosis. Sin embargo, dicha afirmacion no resultaria
valida para las células neoplasicas, en las que la accion aislada de la temperatura no
resulta suficiente para inducir un aumento significativo en el porcentaje de apoptosis, si

no tan solo una tendencia lineal creciente en este sentido.

Al analizar de manera conjunta la respuesta de las células pleurales neoplasicas en
lo que a la expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis se refiere, el efecto
aislado de la temperatura se acomparné de un descenso generalizado de las proteinas
con efecto proapoptético. En el caso de las proteinas con actividad citoprotectora, se
constato elevacion de XIAP, Bcel-x y Hsp60 y decremento de Bcl-2, Hsp70 y Hsp27.
Ello apuntaria a una respuesta celular de defensa, pero sin que el estimulo lesivo

resulte suficiente para la induccion de apoptosis significativa.

En el estudio de Glory®® publicado recientemente, se constato el descenso de las
proteinas antiapoptoéticas Bcl-2 y Bcl-xL e incremento de la proapoptética Bax, en
relacién a la hipertermia de 42°C a 43°C. También se aprecio la activacién de las
caspasas 3 y 9 tras la agresidon térmica. Dichos resultados concuerdan parcialmente
con los obtenidos en nuestro caso, si bien hemos de apuntar que en el estudio de
Glory la temperatura aplicada es mayor y las células empleadas son células sanas y

no neoplasicas.
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Ateniéndonos a los resultados en funcién de los diferentes tipos histologicos, en
nuestro caso pudimos apreciar diferencias evidentes en la respuesta a la hipertermia
entre las distintas células neoplasicas estudiadas. En el caso de los adenocarcinomas
con escaso grado de diferenciacién se pudo objetivar un descenso generalizado en
casi todas las proteinas estudiadas, por el contrario en los adenocarcinomas bien
diferenciados se pudo apreciar una elevacion de la mayor parte de las proteinas
analizadas. En las células del mesotelioma la respuesta resulté mas heterogénea, si
bien predominé la elevacion en la expresién de la mayor parte de las proteinas
determinadas. Estas observaciones, que apuntan a diferente resistencia o
termotolerancia de las células neoplasicas al incremento térmico en funcién del tipo
histolégico, serian concordantes con los resultados de los estudios ya referidos de

Falcieri, Harmon y Cameron y Hou.

En nuestra experiencia se ha podido constatar que el efecto aislado de la
hipertermia no resulta suficiente para inducir niveles de apoptosis significativos en las
células de origen tumoral, lo cual se ve apoyado por los resultados de la cuantificacion
de proteinas implicadas en el proceso apoptético. Este comportamiento
probablemente estaria en relacion con una cierta resistencia de las células

neoplasicas a la hipertermia, que seria variable segun el tipo histoldgico.

Basandonos en estos hallazgos, podemos considerar que la hipertermia como
terapia aislada no tendria la capacidad suficiente para inducir apoptosis efectiva en las
células neoplasicas, por lo que en nuestra opinion, no deberia ser contemplada como

herramienta terapéutica unica en el tratamiento de este tipo de patologias.
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5.- ¢Son la temperatura de 40°C y el tiempo de aplicacion de 2 horas
adecuados? ¢Es posible establecer en este tipo de tratamiento una

determinada temperatura y tiempo de exposicion como los mas idoneos?

Como ya ha quedado demostrado en la introduccion, son multiples los estudios
publicados en la ultima década referidos al ensayo de la quimioterapia hipertérmica
intrapleural. En todos ellos, la temperatura aplicada y el tiempo de exposicion son
diversos. Por destacar algunos de los mas relevantes, podemos sefialar que Chang y
Sugarbacker®' al igual que Ried*® emplean la temperatura de 42°C durante 60 minutos.
Matsuzaki** utiliza 43°C durante 2 horas y Kimura®® también utiliza los 43°C pero
durante 30 minutos. Yu*® aplicando el citostatico a 44°C durante 2 horas, es el autor

que utiliza el mayor incremento térmico de los publicados en la aplicacién clinica.

En lo que a la temperatura se refiere, resulta interesante destacar el trabajo de
Cameron y Hou*? en el que es evaluado el efecto in vitro a nivel celular de la
quimioterapia hipertérmica en diversas lineas celulares. El tiempo de aplicacion
empleado es de 60 minutos y las temperaturas empleadas de 45°C, 42°C y 37°C,
centrandose el estudio en la temperatura de 42°C. En dicha publicacion, los autores
concluyen que el nivel de hipertermia requerido para una mayor efectividad seria el de
45°C, afirmando al mismo tiempo que la aplicacion de dicha temperatura resulta

inviable en la practica clinica por los efectos secundarios asociados.

Queda patente que la mayor parte de los estudios emplean temperaturas de 42°C a

43°C y un tiempo de exposicion que en general no suele superar las 2 hs.

En nuestro estudio, al determinar el porcentaje de apoptosis de las células
neoplasicas en tras el efecto combinado de la hipertermia y el citostatico, resulté
llamativo que éste resulté mayor a 40°C + cisplatino (1,80) que a 42°C + cisplatino

(1,59), siendo estos resultados estadisticamente significativos.
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Este resultado probablemente estaria en relacion con el hecho de que un mayor
aumento de temperatura, en conjunto con el citostatico, se asociaria a una mayor
destruccidon celular, que se veria seguida de un detrimento en la induccion de

apoptosis en favor de la aparicién de necrosis celular.

Teniendo en cuenta este resultado, asi como el efecto potencialmente lesivo de la
hipertermia en los tejidos sanos de los pacientes, decidimos evaluar el efecto de la
temperatura de 40°C (aislada y asociada al citostatico), en la induccién de expresién

de proteinas relacionadas con la apoptosis en las células neoplasicas.

Los resultados del incremento de temperatura a 40°C asociado a la aplicacién de
cisplatino, ya han sido discutidos, quedando demostrado que dicha combinacién
induce cambios ostensibles en la expresion proteica con el efecto final de la induccién

de apoptosis efectiva en las células neoplasicas estudiadas.

Si bien nuestro estudio cuenta con un escaso numero de muestras, basados en
nuestros resultados podemos decir que en nuestra experiencia la quimioterapia
hipertérmica empleando una temperatura de 40°C resulta efectiva en la induccién de
apoptosis efectiva en células neoplasicas. Teniendo en cuenta que la aplicacién de
dicha temperatura en la clinica se asociaria a una menor agresion en los tejidos sanos,
consideramos que podria considerarse su eleccion como opcién valida en este tipo de

tratamientos.

En la actualidad no se dispone de estudios que comparen el efecto asociado a un
mayor o menor tiempo de exposicion o aplicacion de la quimioterapia hipertérmica y
tampoco nuestro estudio se ha centrado en este aspecto en concreto. No obstante el
tempo de 2 horas que hemos empleado podria resultar adecuado, teniendo en cuenta

los resultados obtenidos en nuestra experiencia.

Si bien no es posible establecer en la actualidad con un claro grado de certeza una
determinada temperatura ni un determinado tiempo de aplicacibn como los mas
idéneos en este tipo de terapia, los datos de nuestro estudio apoyan que una
temperatura de 40°C y un tiempo de exposicion de 2 horas se ven seguidos, a nivel

celular in vitro, del efecto esperado en términos de apoptosis celular.
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6.- ¢Es adecuada la eleccidén del cisplatino como agente citostatico?
¢Deberian considerarse otros farmacos o asociaciones de ellos en este

tipo de tratamiento? ¢ Resulta efectiva la dosis de cisplatino empleada?

En la actualidad el esquema de tratamiento quimioterapico sistémico del
mesotelioma pleural maligno, del carcinoma broncogénico y de varios tumores

ginecoldgicos se basa en la administracion de platinos®7:68:69.70.71.72.73,74.75.76

De manera generalizada, la mayor parte de los grupos de trabajo que investigan la
quimioterapia hipertérmica en la clinica, emplean el cisplatino como agente citostatico
de eleccion. En numerosos casos, los resultados evaluados apuntan a una mejoria en

el control local de las neoplasias®.

En nuestra experiencia, al analizar la respuesta celular en lo que se refiere a la
expresion de proteinas, la aplicacion aislada de cisplatino se vio seguida de una
respuesta algo heterogénea en la concentracidon de las proteinas cuantificadas, con
elevacion y descenso tanto de proteinas con accidn proapoptética como
antiapoptoética. Se pudo observar descenso en todas las proteinas de la familia Bcl-2
(apoptodticas y antiapoptoticas), con elevacion de Pro-Caspasa 3, HTRA2/Omi,
Smac/Diablo y Citocromo C, apuntando a una preferencia celular por la via intrinseca,
tras el efecto del citostatico. En cuanto a las proteinas con acciéon antiapoptética,

unicamente se constatd elevacion de XIAP y de la citoprotectora Hsp70.

Dichos resultados podria estar en relacion con el hecho general de que muy
posiblemente existe un importante defecto funcional en la sefializacion de la apoptosis
en las células neoplasicas, lo cual explicaria la escasa respuesta de muchos tipos de
tumores a la quimioterapia y la radioterapia. Es de sobra conocido el hecho de que las
células tumorales malignas son capaces de hacer frente al estrés y de eludir el efecto
de diversos farmacos mediante la regulacién en la expresion y funcidon de diversas

proteinas, como seria por ejemplo el caso de la fosforilacion aberrante de la Hsp27".
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Ello explicaria que la adiccion de cisplatino se vea seguida, en nuestra experiencia,
de la elevacién de unas determinadas proteinas y del decremento en la expresion de

otras (familia Bcl-2).

Por otra parte al determinar el comportamiento celular en términos de apoptosis en
las células tumorales de nuestro estudio, la adiccion de cisplatino, tanto aislada como
asociada al incremento térmico, mostré un aumento estadisticamente significativo en

el porcentaje de apoptosis.

La simple adiccion de cisplatino (comparacion de apoptosis entre las muestras a
37°C y 37°C + cisplatino) se vio seguida de un incremento en el porcentaje de
apoptosis con significacion estadistica pasando de 1 a 1,43. Igualmente, al analizar los
cambios en la expresion proteica, pudo observarse que las modificaciones al comparar
las muestras a 37°C + cisplatino y 40°C + cisplatino, resultaron mucho mas ostensibles
que las observadas por la accion aislada de la temperatura (37°C y 40°C),
constatandose una elevacion importante en la concentracién de la casi totalidad de las

proteinas con accién pro y antiapoptética.

El estudio ya referido de Cregan®, evidencid que existe diferente sensibilidad
célula-dependiente y droga-dependiente en lo que a la induccién de apoptosis en las
células neoplasicas se refiere. También los resultados ya comentados del estudio de
Zanardelli®?, apuntan a la activaciéon de vias alternativas para la produccion de
apoptosis en determinadas células neoplasicas, en relacion con la aplicacién de
algunos citostaticos concretos (oxaliplatino). Por ello, la investigacion de estas vias
alternativas que regulan la apoptosis en las células tumorales, debidas probablemente
a sobreexpresion e infrarregulaciéon de diferentes proteinas implicadas en el proceso,
resulta imprescindible para poder establecer nuevas dianas terapéuticas y por tanto

terapias mas efectivas en el control de estas enfermedades.

Aunque la mayor parte de las publicaciones sobre quimioterapia aislada y
quimioterapia hipertérmica intrapleural emplean el cisplatino como agente citostatico
unico, también existen trabajos de diversos grupos que han ensayado combinaciones
de farmacos asociando diversos citostaticos al cisplatino. Asi mismo, existen algunos
estudios en los que se han empleado agentes quimioterapicos diferentes a los

platinos.
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Cameron y Hou*? al estudiar el efecto de la quimioterapia hipertérmica in vitro,
compararon el efecto del cisplatino aislado y de combinaciones de cisplatino con otros
farmacos (gemcitabina y pemetrexed), concluyendo que al igual que en el tratamiento
sistémico, el empleo de la combinacién de mas de un farmaco resulta mas efectivo

que la monoterapia.

Respecto a los estudios en los que se emplean distintas combinaciones de
citostaticos sin hipertermia asociada, Figlin? utiliza cisplatino y citarabina en pacientes
con afectacion por diferentes neoplasias, sin poder concluir mejores resultados que los
de los agentes esclerosantes clasicos. Thoda®* encuentra que la asociacion de
cisplatino y etopdsido resulta efectiva en pacientes con diseminacion pleural de
carcinoma broncogénico. Shoji*® ensayd la administraciéon de cisplatino y 5-
fluorouracilo en enfermos con derrame pleural secundario a mesotelioma, carcinoma
de pulmén y carcinoma de mama, objetivando mejoria en la supervivencia. En lo
referente a estos estudios, debemos sefnalar que Shoji administra repetidas veces la
combinacion de farmacos, mientras que en los otros casos referidos la administracion

de quimioterapia intrapleural es Unica.

Existen asi mismo algunas publicaciones en las que se han ensayado citostaticos
diferentes al cisplatino. Podemos referir que Jones®® tras administrar docetaxel a
pacientes con afectacién pleural por diferentes tipos de tumores, concluye que no es
posible asegurar la efectividad de este tratamiento. Lombardi*® encuentra que la
administracion de paclitaxel en la afectacion pleural por carcinoma mamario y ovarico,
ofrece un buen control del derrame mejorando la calidad de vida, y en determinadas
pacientes, una discreta mejoria en la supervivencia. El estudio recientemente
publicado por Chen’®, ensaya la asociacion de pemetrexed y bevacizumab intrapleural
sin hipertermia en el tratamiento del mesotelioma maligno. De manera concomitante al
tratamiento locorregional, se administré cisplatino y pemetrexed a nivel sistémico. En
el estudio participaron 23 pacientes y los resultados muestran un discreto aumento en

el periodo libre de enfermedad y en la supervivencia global de los enfermos.
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En lo referido a la dosis de citostatico a emplear existe una importante diversidad y
heterogeneidad al respecto segun la publicacion que analicemos, como ya ha quedado
patente en la introduccion del presente trabajo. En nuestro caso, para la
experimentacién en el modelo murino que se realiz6 como trabajo previo al que nos
ocupa, se eligio la dosis de 33,7 microgramos por mililitro de cisplatino, basandonos en
un estudio de Matsuzaki’® llevado a cabo en pacientes con diseminacion pleural de
adenocarcinoma broncogénico y mamario. En dicho trabajo se administraron 200
mg/m2 de cisplatino en 2 litros de solucion salina a 43°C durante 2 hs. No se
apreciaron efectos adversos relevantes y la concentracion maxima de la forma libre
(activa) de cisplatino en liquido pleural resulté de 33,7 microgramos por mililitro. Dado
que los resultados en el modelo animal resultaron satisfactorios, decidimos mantener
la misma dosis de citostatico en el estudio in vitro con células pleurales humanas
neoplasicas. En este sentido podemos concluir que los resultados obtenidos en dicho
trabajo, objeto de la presente discusion, también han resultado satisfactorios, por lo
que consideramos que la dosis de citostatico empelada resulta efectiva en la induccion

de apoptosis in vitro en células tumorales pleurales humanas.

Teniendo en cuenta los resultados de nuestro estudio, consideramos que el efecto
del cisplatino a nivel de la induccion de apoptosis celular in vitro en células neoplasicas
queda demostrado, por lo que en la actualidad podria considerarse como el citostatico
de eleccion en este tipo de terapias. No obstante, considerando los resultados de otras
publicaciones, debe tenerse en cuenta que la asociacion de mas de un farmaco podria
mejorar la efectividad de este tipo de terapia, por lo que es aconsejable proseguir la
investigacion en este sentido, con el fin de poder establecer en el futuro nuevos

esquemas terapéuticos que ofrezcan mejores resultados a los pacientes.
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7.- ¢Es posible establecer en la actualidad un protocolo de tratamiento

intrapleural en las neoplasias localizadas a este nivel?

En los ultimos anos se han publicado estudios que parecen demostrar efectos
beneficiosos de la quimioterapia hipertérmica intrapleural, con mejoria en el tiempo de
libore de enfermedad y supervivencia global®®®'. No obstante son adn muchas las
incognitas pendientes de resolver. Como afirma Ried®® en las conclusiones de su
articulo publicado en este mismo 2015, unicamente con la persistencia en la
investigacion y la obtencion de mayores grados de evidencia, se podra validar el tipo
de agente quimioterapico y las condiciones clinicas 6ptimas de aplicacién de la

quimioterapia hipertérmica.

También Cameron y Hou*? concluyen que no es posible aun establecer un
protocolo 6ptimo de aplicacion clinica de quimioterapia hipertérmica intrapleural, dado
que resulta dificil proponer una determinada temperatura, tiempo de exposicion y dosis
de cistostatico. Por su parte Migliore®® afirma en una reciente publicacion, que la
quimioterapia hipertérmica es una adecuada opcién de tratamiento en pacientes con
mesotelioma, pero que para su pleno establecimiento son necesarios ensayos clinicos

randomizados.

Publicaciones recientes de Wang® y Zhang®', muestran resultados alentadores en
lo que a nuevas dianas de tratamiento antineoplasico se refiere. La regulacion
mediante inhibicién de la funcién y sintesis de algunas proteinas y enzimas implicadas
en el proceso de apoptésis (Hsp90, Bcl-2 y Caspasa-3), parecen relacionarse con la
inhibicion en la progresidon de determinadas neoplasias, como es el caso del

carcinoma escamoso esofagico y del adenocarcinoma de cuello uterino.

Basandonos en estas afirmaciones y en los resultados de nuestra propia
experiencia, podemos concluir que en la actualidad no se dispone de datos que
permitan establecer con la suficiente fiabilidad un determinado esquema de
tratamiento. No obstante los resultados en lo que a la efectividad de este tipo de

terapias se refiere son alentadores.
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En suma, los estudios de los que se dispone hasta el momento son heterogéneos
en cuanto a la temperatura, dosis y tipo de citostatico empleado, tiempo de exposicion
y caracteristicas de los pacientes incluidos. Por otra parte, en su mayoria adolecen de
un escaso tamafo muestral. Todo ello hace que sea necesario proseguir la
investigacion en este campo, con el fin de resolver las incégnitas que todavia se

plantean y asi poder establecer un protocolo concreto de tratamiento.

Por todos los motivos referidos, aclarar las vias de ejecucion de la apoptosis en las
diversas células neoplasicas, la respuesta de las mismas a los diferentes citostaticos,
asi como establecer la temperatura y tiempo de exposicidn que resulten mas efectivos
en la induccién del proceso apoptético con la menor agresion de las células sanas, son
retos que deben centrar el estudio futuro en lo que a la terapia con quimioterapia

hipertérmica intrapleural se refiere.
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CONCLUSIONES

La infiltracion neoplasica de la pleura condiciona un importante reto terapéutico
en la actualidad asi como un relevante problema de salud publica en relacion a
su elevada incidencia y sintomas asociados. La investigacién y el desarrollo de
nuevos tratamientos que mejoren el control del proceso y aporten mayor
supervivencia y calidad de vida a los pacientes, se hace por tanto

imprescindible.

La quimioterapia hipertérmica intrapleural parece ofrecer resultados
prometedores en este tipo de pacientes, si bien sus mecanismos de accion a

nivel celular y biomolecular no estan aun suficientemente aclarados.

Los resultados de nuestro estudio demuestran que a nivel de las células
pleurales neoplasicas humanas la hipertermia no es capaz de inducir por si

misma in vitro un porcentaje de apoptosis efectivo.

En nuestra experiencia, el efecto in vitro per se del cisplatino, a la dosis de 33,7
microgramos por mililitro, se traduce en la induccidn de un porcentaje

significativo de apoptosis en las células pleurales neoplasicas humanas.

En el presente trabajo hemos podido determinar que in vitro el efecto
combinado de la hipertermia y el cisplatino en las células pleurales neoplasicas
humanas se sigue de un significativo incremento en el porcentaje de

apoptosis.

Nuestros resultados muestran que in vitro el efecto de la quimioterapia
hipertérmica en células pleurales humanas neoplasicas, induce cambios
ostensibles en la expresion de las principales proteinas implicadas en el

proceso de la apoptosis celular.
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CONCLUSIONES

De lo observado en este trabajo, podemos inferir que para cada tipo histoldgico
tumoral existen diferentes vias preferenciales de ejecucion de la apoptosis. En
los adenocarcinomas poco diferenciados representada por la sintesis de
proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2 y en los adenocarcinomas bien

diferenciados por la escasa expresion de Pro-Caspasa 3.

En lo que se refiere al efecto sinérgico in vitro del citostatico y la elevacién
térmica del medio, nuestro estudio objetiva que a temperatura de 40°C la
adiccion de cisplatino se ve seguida de un significativo incremento del

porcentaje de apoptosis celular en células neoplasicas pleurales humanas.

Complementariamente, nuestra experiencia ha permitido observar que el
porcentaje de apoptosis celular tras la administracion de cisplatino a
temperatura de 42°C es menor que el observado a temperatura de 40°C,
probablemente en razén del mayor grado de necrosis celular asociado a una

temperatura mas elevada (42°C).

La exposicion in vitro de las células pleurales tumorales humanas al cisplatino,
se ve seguida de cambios en la expresion de proteinas implicadas en la
apoptosis. La elevacién selectiva de las proteinas Pro-Caspasa 3, HTRA2/Omi,
Smac/Diablo y Citocromo C, se corresponderia con la induccion preferencial de

la via intrinseca para la ejecucion de la apoptosis.

El efecto in vitro del cisplatino durante 2 horas a temperatura de 40°C se ve
seguido de una importante variacién en la expresion proteica celular, con
elevacion muy significativa de la casi totalidad de proteinas proapoptéticas e

incremento de algunas antiapoptéticas.
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12.

13.

CONCLUSIONES

A pesar de que en la actualidad no es posible establecer un protocolo
definitivo de tratamiento con quimioterapia hipertérmica intrapleural, basados
en los resultados de nuestro estudio podemos afirmar que la administracion de
una dosis de 33,7 microgramos por mililitro de cisplatino a temperatura de 40°C
durante 2 horas, resulta efectiva in vitro en la induccién de apoptosis celular en

células pleurales neoplasicas humanas.

La investigacion de vias concretas de ejecucion de la apoptosis en los
diferentes tipos de tumores y la asociacion a la hipertermia de otros citostaticos
diferentes al cisplatino, deberian ser el objetivo de las investigaciones futuras a

fin de mejorar la modalidad y pauta de este tipo de tratamiento.
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ANEXOS

Anexo |.- Modelo de consentimiento informado entregado a los pacientes para la
inclusiéon en el estudio.

EFECTO SOBRE LAS CELULAS MESOTELIALES PLEURALES DE LA
HIPERTERMIA Y EL CIS-PLATINO: SINTESIS DE PROTEINAS PRO-
INFLAMATORIAS Y APOPTOSIS CELULAR.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Estudio protocolizado de caracter prospectivo a realizar en el Hospital Universitario
de Valladolid, con la concurrencia de la labor investigadora de los Servicios de
Cirugia Toracica y Anatomia Patologica de este hospital, y la de investigadores
pertenecientes al “Laboratorio de Investigacién de Inflamaciéon e Inmunidad Innata”
del Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM, Universidad de Valladolid y
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas).

El objetivo de este estudio es el determinar en pacientes afectos de procesos
patolégicos pleurales, el efecto “in Vitro” sobre las células pleurales de la
hipertermia y el cisplatino, mediante la constatacion de la sintesis de proteinas pro-
inflamatorias y producciéon de apoptosis en distintas condiciones térmicas y
farmacoldgicas. Nuestra propia experiencia en este campo, y la derivada de los
resultados obtenidos en el mismo por otros reconocidos grupos, justifica la
continuidad de este tipo de investigacion. El disefio de este estudio, ha sido
sometido a la consideracién previa de la Comisiéon de FEtica del Hospital
Universitario de Valladolid y oficialmente refrendado por la misma para su
realizacion.

La informacion previa de la investigacion a realizar, se vera complementada con la
peticion al paciente de la firma de un consentimiento informado que autorice al
equipo investigador para su realizacion.

Tanto los datos clinicos, como los resultantes del analisis anatomopatolégico y
biomolecular de las muestras celulares pleurales, seran recogidos en un protocolo
consensuado y elaborado por los investigadores de los Servicios de Cirugia
Toracica y Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario y los del Instituto
de Genética y Biologia Molecular (IBGM), de Valladolid. Todos los datos derivados
de la investigacion, seran introducidos en el protocolo sin que figure en el mismo
identificacion alguna del paciente, salvo el numero de registro correspondiente. El
tratamiento informatico y estadistico de los datos respetara formalmente las normas
de confidencialidad y proteccion de datos.
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CONSENTIMIENTO PARA INCLUSION EN EL ESTUDIO

De acuerdo con la informacién suministrada, autorizo a los investigadores
pertenecientes a los Servicios de Cirugia Toracica y Anatomia Patologica del
Hospital Universitario de Valladolid y del Laboratorio de Investigacion de
Inflamaciéon e Inmunidad Innata del Instituto de Biologia y Genética Molecular
(IBGM, Universidad de Valladolid y Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas), participantes en la realizacion de este proyecto, al estudio de mis
datos clinicos y de los derivados de los resultados de la investigacion planteada en
relacién con mi proceso pleural patolégico.

Conforme el paciente D. DNI

Lugar y Fecha Firma

Revocacion del consentimiento

Paciente D. DNI

Lugary Fecha Firma
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Anexo ll.- Hoja de informacion escrita al paciente sobre el estudio.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: EFECTO SOBRE LAS CELULAS MESOTELIALES
PLEURALES DE LA HIPERTERMIA Y EL CIS-PLATINO: SINTESIS DE PROTEINAS
PRO-INFLAMATORIAS Y APOPTOSIS CELULAR.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. M. Garcia-Yuste. Jefe de Cirugia Toracica. Servicio
de Cirugia Toracica Hospital Clinico Universitario de Valladolid. 22 Planta Norte.
Teléfono: 983 420 000 Ext 298-271-910

CENTRO: Hospital Clinico Universitario de Valladolid.

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica correspondiente. Ley de Investigacién biomédica. 14/2007, 3 de Julio (BOE 04-
07-07).Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacién correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio.
Para ello lea esta hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemos las dudas
que le puedan surgir después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las
personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decisién y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin
que por ello se altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su
tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Estudio protocolizado de caracter prospectivo a realizar en el Hospital Universitario de
Valladolid, con la concurrencia de la labor investigadora de los Servicios de Cirugia
Toracica y Anatomia Patoldgica de este hospital, y la de investigadores pertenecientes
al “Laboratorio de Investigacion de Inflamacion e Inmunidad Innata” del Instituto de
Biologia y Genética Molecular (IBGM, Universidad de Valladolid y Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas).
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El objetivo de este estudio es el de determinar en pacientes que presenten
enfermedades en la pleura (membrana que envuelve el pulmén), el efecto sobre las
células pleurales de la hipertermia (aumento de temperatura) y el cisplatino
(medicacién quimioterapica), en cultivos de laboratorio.

Se procedera a constatar mediante pruebas de laboratorio, la produccién de proteinas
pro-inflamatorias (favorecedoras de inflamacion) y de apoptosis ( productoras de
muerte de las células) en distintas condiciones de temperatura y aplicacion de
medicamentos, a las que seran sometidas las células obtenidas del paciente.

Para todo ello, se tomara una cantidad de liquido y/o tejido de la pleura, durante la
realizacion de una exploracion del térax mediante videocirugia a la que sera sometido
el paciente debido a su enfermedad pleural.

El liquido y/o la biopsia pleural seran enviadas a los laboratorios correspondientes (ya
citados al inicio de este documento) para su procesamiento.

La toma de dichas muestras del paciente, no condiciona riesgos afadidos a la
exploracién quirurgica a la que se debera someter debido a su enfermedad y que se
realizara con intencion diagnéstica y/o de tratamiento.

No se aplicaran aumentos de temperatura ni se administraran medicamentos al
enfermo, Unicamente a las células procedentes de las muestras recogidas durante la
cirugia.

No seran necesarias consultas ni pruebas afadidas a las que se realizaran de forma
rutinaria debido a la intervencién a la que se sometera el paciente.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Los beneficios que podrian obtenerse de este estudio, consisten en la posibilidad de
desarrollar nuevos tratamientos que mejoren la calidad de vida y la supervivencia de
pacientes con enfermedades pleurales.

El mismo equipo investigador de este estudio ha realizado investigaciones similares
con células obtenidas de la pleura del raton, presentando resultados favorables que
aconsejan la investigacion con células humanas para hacer posible el desarrollo de
mejores tratamientos para estas enfermedades.
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ANEXOS

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13
de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que
establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacion, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su
médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y solo su
médico del estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su
historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna salvo
excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento legal.

Solo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que
en ningun caso contendran informacién que le pueda identificar directamente, como
nombre y apellidos, iniciales, direccion, n° de la seguridad social, etc. En el caso de
que se produzca esta cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y
garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccién de la
legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias, al Comité Etico de Investigacién Clinica
y personal autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y
procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los
mismos de acuerdo a la legislacién vigente.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Cualquier nueva informacién referente a la técnica que sera empleada en el estudio y
que pueda afectar a su disposicion para participar en el estudio, que se descubra
durante su participacion, le sera comunicada por su médico lo antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato
nuevo sera anadido a la base de datos y, puede exigir la destruccion de todas las
muestras identificables previamente retenidas para evitar la realizacién de nuevos
analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si los investigadores del
estudio lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad, por cualquier
acontecimiento adverso que se produzca o porque consideren que no esta cumpliendo
con los criterios establecidos. En cualquiera de los casos, usted recibira una
explicacién adecuada del motivo que ha ocasionado su retirada del estudio

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto.
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En caso de duda, puede consultar con:

e Dra. M. Begoiia Gregorio Crespo. F.E.A Cirugia Toracica. Hospital Clinico.

2?2 Planta Norte. Teléfono 983 420 000 Extensiones: 20298-20910-20271
e Dr. F. Heras Gomez. F.E.A Cirugia Toracica. Hospital Clinico.

22 Planta Norte. Teléfono 983 420 000 Extensiones: 20298-20910-20271
e Dr. M. Garcia-Yuste. Jefe de Servicio Cirugia Toracica. Hospital Clinico.

Despacho Jefe de Servicio. 32 Planta Este.
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TABLAS

PROTEINA ACCION VIiA DE EJECUCION

Pro-Caspasa 3 Proapoptadtica Intrinseca-Extrinseca
Citocromo C Proapoptotica Intrinseca
Bax Proapoptdtica Intrinseca
Bad Proapoptdtica Intrinseca
Smac/Diablo Proapoptética Intrinseca
HTRA2/0Omi Proapoptdtica Intrinseca
XIAP Antiapoptética Intrinseca-Extrinseca
Bcl-2 Antiapoptotica Intrinseca
Bcl-x Antiapoptotica Intrinseca
Fas/TNFR-SF6 Proapoptética Extrinseca
FADD Proapoptética Extrinseca

Tabla A.- Accion y via de ejecucion de la apoptosis de las proteinas determinadas en
el estudio.
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PROTEINA

Pro-Caspasa 3

Citocromo C

Smac/Diablo

HTRA2/0Omi

XIAP

Bax

FADD

Familia de proteinas
Hsp

TABLAS

TIPO Y FUNCIONES

Zimoégeno inactivo, que se transforma en Caspasa 3: proteasa efectora o
ejecutora de apoptosis.

Proteina de la membrana mitocondrial. Activa el complejo proteico denominado
“apoptosoma”.

Proteina de la membrana mitocondrial que bloquea la accién de las IAP
(proteinas inhibidoras de apoptosis).

Enzima (serina proteasa) mitocondrial. Mimetiza una caspasa y se une a las IAP
(concretamente XIAP) bloqueando su accion.

Proteina de la familia IAP (proteinas inhibidoras de la apoptosis). Inhibidor
directo de caspasas 3,7 y 9.

Pertenece a la familia de proteinas Bcl-2: reguladoras de la permeabilidad de
membrana mitocondrial. Subfamilia Bax. Accién proapoptética por liberacion de
Citocromo C.

Pertenece a la familia de proteinas Bcl-2: reguladoras de la permeabilidad de
membrana mitocondrial. Subfamilia BH3. Accion proapoptética como iniciadora
de la via intrinseca.

Pertenece a la familia de proteinas Bcl-2: reguladoras de la permeabilidad de
membrana mitocondrial. Subfamilia Bcl-2. Accion antiapoptética mediante
bloqueo de las proteinas proapoptéticas de su propia familia (Bad, Bax).

Pertenece a la familia de proteinas Bcl-2: reguladoras de la permeabilidad de
membrana mitocondrial. Subfamilia Bcl-2. Accion antiapoptética mediante
blogueo de las proteinas proapoptéticas de su propia familia (Bad, Bax).

También conocido como CD95. Receptor de muerte de la familia del TNFR.
Tras unirse a su ligando (FasL) se inicia la transduccion de la senal apoptética
de la via extrinseca.

Receptor de membrana. Receptor de muerte de la familia del TNF. Presentan
dominio intracelular y extracelular. EI dominio de muerte (DD — Death Domain)
intracelular interviene en la produccion de apoptosis al unirse a un ligando.

Molécula adaptadora. Se une a Fas — TNFR y activa a la pro-caspasa 8.
Accidén proapoptética en la via extrinseca.

Proteinas con accion citoprotectora o estabilizadora, proteinas anti-estrés.
Efecto inicial tipo antiapoptético. Si el estimulo se mantiene su funcion se ve
sobrepasada.

Hsp70 ejerce efecto antiapoptdtico al impedir la formacién del apoptosoma.
Hsp27 ejerce efecto antiapoptdtico al interferir en la activacion del complejo
Citocromo C-Apaf-1/dATP.

Tabla B.- Tipo y funciones de las proteinas implicadas en la apoptosis celular.
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FIGURAS
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Figura A.- Esquema resumido de la via intrinseca o mitocondrial de la apoptosis
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FIGURAS
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Figura B.- Esquema resumido de la via extrinseca de la apoptosis
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FIGURAS

Figura C.- Infiltracidn neoplasica de la pleura parietal. Vision videotoracoscépica.
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FIGURAS

Figura D.- Campana de trabajo para procesamiento de muestras en medio estéril.
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FIGURAS

Figura E.- Tincion celular con fosfatidil serina para determinacion de apoptosis celular.
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FIGURAS

Gel name : p358 (Raw 1-D Image)
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Index  Name Yolume Adj. Vol. % Adj. Vol. Concentration
OD*mm2 OD*mm2
1 U1 6.724643047  6.724643047 767 NAA
2 Uz 3.093815220  3.093815220  3.53 NAA
3 U3 3.080323319  3.080323319  3.51 NAA
4 U4 7505919362  7.508919362  8.56 NAA
5 us 0744306733  0.744306733  0.85 NAA
B UB 0756624922  0.756624922  0.86 NAA
7 U7 1.442614994 1.442614994 1.65 NAA
g ug 1.298043195 1.298043195 1.458 NAA
9 U3 0256099514  0.256099514  0.29 NAA
10 U10 1.0657226439 1.0657226439 1.22 NAA
1" U 1.001898921 1.001898921 1.14 NAA
12 u12 0.801078083  0.801078053  0.91 NAA
13 u13 0723601759  0.723601759  0.83 NAA

Figura F.- Membrana de lectura de la expresion de proteinas y datos de concentracion

correspondientes a cada proteina, tras tratamiento informatico.
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