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Lo imposible deja de serlo cuando abrimos la mente a

nuevas posibilidades.



“La busqueda constante de nuevas asociaciones constituye, de manera
consciente o inconsciente, uno de los rasgos distintivos de toda investigaciéon
cientifica. Uno no trata de resolver el problema de una sola vez, sino que
comienza descubriendo pequefas conexiones, luego trata de encajarlas y
finalmente descubre de repente que una pieza encaja con otras cinco y se siente

embargado por una alegria indescriptible”.

Chen Ning Yang (1922 - )
Premio Nobel de Fisica 1957 por su trabajo "Sobre la violacion del
principio de conservacion de la paridad en las interacciones débiles de las

particulas elementales".

Citado en:

Root-Bernstein R, Root-Bernstein M. El secreto de la creatividad.

(Primera edicién, febrero 2002). Editorial Kairds, Barcelona 2002, pp 135.
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A.- Planteamiento del Tema



Introduccion

1.- Introduccion

En los dultimos anos, distintos estudios han mostrado que el uso
combinado de hipertermia y quimioterapia puede ser de utilidad en el tratamiento
de problemas oncolédgicos complejos como el mesotelioma pleural maligno y las
carcinomatosis pleural y peritoneal [1-3]. En el caso del mesotelioma, en los
estadios iniciales el tumor afecta exclusivamente a la pleura y la instilacién
intrapleural de un agente quimioterapico constituiria una forma inmediata de
tratamiento adyuvante tras la reseccién del tumor. En los estadios avanzados, la
quimioterapia intrapleural podria suponer también un método terapéutico

adecuado.

Utilizando como citostatico de eleccion el cisplatino se ha demostrado
que la quimioterapia intrapleural [4] resulta factible y favorable desde el punto de
vista farmacocinético pudiendo alcanzarse en la cavidad pleural altos niveles del

farmaco con tolerable absorcion sistémica [5].

Por otra parte, la aplicacion del citostatico en condiciones de hipertermia
parece ampliar la accion del medicamento mejorando la absorcion y la eficacia
de la droga a nivel intrapleural a través de varios mecanismos como la
interaccion en la sintesis del ADN, la alteracién de la permeabilidad en la
membrana celular, la repercusién funcional sobre el citoesqueleto de la célula y
la produccién de apoptosis [6]. No obstante, en el momento actual el empleo de
la quimioterapia en condiciones de hipertermia resulta empirico en su

planteamiento al no estar aun sus mecanismos de accion claramente definidos

[71.



Introduccion

Adicionalmente, es hoy bien conocido que todas las funciones celulares
incluyendo la proliferacion, la diferenciacion, la muerte, el mantenimiento de su
estado de salud y el desarrollo de enfermedad, son controladas por muchos
genes y vias de sefalizacion [8]. En concordancia con este hecho y con el
importante papel de las citocinas en los mecanismos de apoptosis,
angiogénesis, crecimiento y diferenciacion celular, han sido estudiadas algunas
proteinas proinflamatorias para determinar su influencia en la respuesta de las

células mesoteliales frente a distintos agentes quimioterapicos [9].

Es cierto que casi todas las funciones celulares son ejecutadas por
proteinas, pero éstas no siempre pueden ser tan solo estudiadas por la
determinacion de la expresion del mARN. El analisis de distintas experiencias
muestra en ocasiones una clara disparidad entre los niveles relativos de mARN y
sus correspondientes proteinas, lo que hace aconsejable el estudio de los
niveles de expresion de proteinas para valorar mas correctamente su papel
funcional [10]. Por otra parte, la deteccion simultdnea de distintas citocinas
puede proporcionar una herramienta poderosa para su estudio, ya que a nivel
celular las interacciones de estimulos positivos y negativos son complejas e

implican frecuentemente a multiples citocinas [11].

Teniendo en cuenta estos hechos e intentando determinar la modulacion
y consecuencias de la reaccion celular proinflamatoria inducida por los agentes
terapéuticos sefalados, hipertermia y quimioterapia intrapleural, podria resultar
de interés establecer la relacion entre el nivel de expresion de diferentes
proteinas proinflamatorias y la produccién de apoptosis y necrosis celular. De
este modo, el conocimiento de la dinamica de accion sobre las células pleurales

de estos agentes terapéuticos podria ser mejorado.



La pleura

2.- La pleura

2.1.- Concepto

Segun Beltran de Heredia, “la pleura es una membrana serosa semejante
a un saco que recubre de forma continua y sucesivamente las superficies del
pulmén y del interior de la caja toracica” [12]. Su principal mision es facilitar el
desplazamiento de los pulmones dentro de la cavidad toracica durante las

maniobras de inspiracién y espiracion.

2.2.- Descripcioén anatémica

Segun su localizacion anatomica se divide en pleura visceral, que tapiza
el parénquima pulmonar con sus cisuras y permite separar sus Iébulos, y pleura
parietal en la que se diferencian tres partes, una propiamente parietal que
recubre el interior de la pared toracica costal, otra que cubre las estructuras

mediastinicas y otra que tapiza la parte superior diafragmatica.

Ambas pleuras, parietal y visceral, estan unidas y se contindan en la
reflexion que se produce en el hilio pulmonar, dando lugar a la apariciéon de un
espacio cerrado, casi virtual, de 10 a 20 micras de espesor denominado cavidad
pleural, en cuyo interior sélo existe una minima cantidad de liquido seroso claro
de escasa celularidad constituida por monocitos, linfocitos, macréfagos y células
mesoteliales, que lubrifica las superficies pleurales y permite su deslizamiento.
En el humano y en los mamiferos superiores existen dos cavidades pleurales

totalmente independizadas entre si.



La pleura

2.3.- Embriologia

La serosa pleural, al igual que el pericardio y el peritoneo, proceden de la
capa germinativa mesodérmica. Al final de la tercera semana de gestacién el
mesodermo intraembrionario se diferencia en porcion paraaxil, porcion
intermedia y lamina lateral. Mas tarde, la lamina lateral se divide en dos hojas,
una capa que se continia con el mesodermo extraembrionario que recubre la
pared de la cavidad amnidtica y que se denomina mesodermo somatico o
parietal, de donde procede la pleura parietal, y otra capa que se continua con el
mesodermo que tapiza la pared del saco vitelino y que se denomina mesodermo
esplacnico o visceral, de donde procede la pleura visceral que recubre el
parénquima pulmonar. El espacio limitado por estas hojas forma el celoma

intraembrionario.

Al continuar el desarrollo, el cuerpo del embriéon se curva en direccion
craneocaudal y se pliega en sentido lateral quedando el celoma intraembrionario
convertido en un amplio espacio que se extiende desde la region toracica a la
pélvica. La conexién entre las zonas toracica y abdominal del celoma constituyen
los canales pleurales (Fig. 1). El desarrollo ulterior del septo transverso, los
pliegues pleuropericardicos (Fig. 2) y pleuroperitoneales y la aparicion de las
membranas pleuropericardicas y pleuroperitoneales permite que, hacia la
novena semana de vida, el celoma embrionario se divida en diversos
compartimentos con la formacion de las cavidades pleurales, pericardica y

peritoneal.

Los canales pleurales que contienen los esbozos de origen endodérmico
de los futuros pulmones, forman las cavidades pleurales primitivas que estan
recubiertas por el mesodermo somatico o parietal, mientras que los esbozos

pulmonares estan recubiertos por el mesotelio esplacnico o visceral [13] (Fig. 3).
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2.4.- Citohistologia

Las caracteristicas citohistolégicas son similares en ambas pleuras,
aunque presentan algunas discretas diferencias. La pleura visceral esta
constituida por una capa monocelular de células mesoteliales que asienta sobre
una delgada membrana basal submesotelial de tejido conjuntivo rica en
proteoglicanos [14] bajo la que se encuentra una capa de tejido conectivo
fibroelastico, intimamente unida al parénquima pulmonar, que contiene vasos
sanguineos y linfaticos y que se continla mediante septos con los tabiques

interalveolares pulmonares.

La pleura parietal presenta similares caracteristicas superficiales, pero la
capa profunda es mas gruesa, es rica en fibras colagenas y elasticas, contiene
células semejantes a fibroblastos, vasos sanguineos, abundantes terminaciones
nerviosas sensitivas procedentes de los nervios intercostales y el nervio frénico y
una extensa red de vasos linfaticos que forman zonas lacunares que se abren
directamente, a través de poros o estomas, a la cavidad pleural. Esta capa es
mas laxa que en la pleura visceral, puede también presentar tejido adiposo y se
contintla con el periostio costal y la fascia endotoracica de los que puede ser

facilmente despegable.

En la pleura mediastinica destaca la presencia de agrupaciones
submesoteliales de macrofagos y células linfoides que participan de forma activa

en la defensa del espacio pleural [15].

Las células mesoteliales tienen una morfologia variable tanto en forma
como tamano, desde cubicas o columnares con nucleos redondeados basales,
hasta aplanadas con nucleos elongados. Esta diversa morfologia depende de la
tension del tejido fibroelastico subyacente y de la presencia de posibles procesos

patoldgicos.
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Con microscopia electronica se aprecia que estas células disponen de
abundantes mitocondrias y de un reticulo endoplasmico rugoso con abundantes
vacuolas. Se encuentran unidas por desmosomas y se caracterizan por
presentar multiples microvellosidades cortas y de grosor irregular con una
funcién no claramente definida, aunque parece que participan activamente en la
absorcion del liquido pleural y en la secrecidon de glicoproteinas y acido
hialurénico. Estas microvellosidades son mas abundantes en las células de las
zonas basales de la pleura visceral y mediastinica. En ocasiones, estas
microvellosidades se ramifican, produciendo la imagen de “célula en medusa”,

caracteristica de estas células [16].

La célula mesotelial es multipotencial y capaz de responder a muy
diversos estimulos. Desarrolla una importante funcién metabdlica y participa
activamente en los fendmenos de la inflamacién pleural mediante la secrecion de
diversas sustancias quimiotacticas, factores de crecimiento celular, citocinas,
etc., que provocan importantes alteraciones, principalmente incremento de la

permeabilidad pleural.

La célula mesotelial es capaz de secretar unas sustancias proteicas, del
tipo de las citocinas, denominadas quimiocinas de las que se han diferenciado
cuatro grupos o subfamilias: a, B, y y 8, también denominadas respectivamente:
CXC, CC, C y CX3C [17]. Todas ellas actian sobre la membrana pleural
alterando su funcionalidad e incrementando su permeabilidad. La interleucina 8
(IL-8) es un miembro de las quimiocinas CXC y se encuentra muy elevada en el
liquido pleural de los pacientes con derrames paraneumoénicos. Esta IL-8
interviene activamente en el desarrollo de la inflamacién aguda pleural. En los
derrames pleurales tuberculosos se ha comprobado también la existencia de

elevadas cantidades de una quimiocina CC denominada MCP-1 [18].
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Durante la inflamacion, ciertas citocinas inducen en las células
mesoteliales la liberacion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
que es también un potente inductor del incremento de la permeabilidad pleural y
permite en los procesos neoplasicos pleurales la diseminacion de las células
malignas. En los derrames neoplasicos y paraneumonicos se ha comprobado la

presencia de este factor en cantidades muy elevadas.

El acido hialurénico es una proteina formada por cadenas de
polisacaridos que es secretada en elevadas cantidades por las células
mesoteliales. Esta sustancia es capaz de fijar el receptor CD44 (glicoproteina de
la superficie celular), secretado por las células neoplasicas lo que explica la
predileccién de algunos tumores malignos como los canceres de pulmén, mama,
estdmago y ovario por desarrollar metastasis pleurales. Ademas, presenta alta
capacidad angiogénica con la formacion de nuevos vasos que facilitan la

diseminacioén neoplasica.

En las células mesoteliales malignas se ha comprobado también la
capacidad de produccion del factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF) que
también incrementa la angiogénesis y actua degradando la matriz extracelular

facilitando la proliferacion y dispersion de las células endoteliales.

La célula mesotelial participa también en la reparacion y regeneracion de
la estructura pleural mediante la sintesis de colageno y de elastina que permiten
la formaciéon de la matriz conjuntiva subyacente. Estas células pueden
desprenderse a la cavidad pleural transformandose en macréfagos con intensa

actividad fagocitaria.
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2.5.- Fisiopatologia

La funcién principal de la pleura es facilitar el desplazamiento de los
pulmones dentro de la cavidad toracica en las diferentes maniobras de
inspiracién y espiracién. Para desarrollar este movimiento continuado debe
existir un equilibrio entre las fuerzas elasticas e inelasticas de la pared toracica y
de los pulmones. Este objetivo se consigue ya que cada cavidad pleural es un
espacio cerrado, casi virtual, en cuyo interior sélo existe una minima cantidad de
liquido que mantiene adosadas ambas hojas pleurales, parietal y visceral, y
permite su desplazamiento evitando la friccién producida por el movimiento
continuado respiratorio. La presion dentro de la cavidad pleural es
subatmosférica o negativa y oscila entre -5 cm. de H,O en la espiracién y de -25
a -30 cm. de H,O en la inspiracion forzada. En bipedestacion, esta presién es

siempre mas negativa en el vértice que en la base de la cavidad pleural.

En normalidad, el volumen de liquido que hay en cada cavidad pleural es
muy limitado, de 2 a 5 mililitros. Este liquido seroso es un filtrado del plasma,
claro o incoloro, con una celularidad escasa, de 1.000 a 5.000 células por
mililitro, constituida por monocitos, linfocitos, macréfagos y células mesoteliales

con muy escasos leucocitos.

Sus caracteristicas fisico-quimicas son similares a las del plasma, pero
con ligeras diferencias. Su concentracion proteica es muy inferior a la de la
sangre, de 1 a 2 gramos por decilitro, aunque con mayor proporcion de albumina
y menor de betaglobulinas. La tasa de glucosa es similar a la del plasma y la
cifra de lactato deshidrogenasa (LDH) es inferior a la mitad que la del plasma
sanguineo. El pH es igual o algo mas alcalino que el de la sangre debido a una

mayor concentracion de CO3H™ y una menor concentracion de Na* y CI".
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La cantidad de liquido pleural es practicamente constante ya que existe
un equilibrio entre su produccion y su reabsorcion. En este intercambio liquido
estan implicados e intervienen cinco compartimentos: la microcirculacion
sistémica parietal, el intersticio parietal, la cavidad pleural, el intersticio pulmonar
y la microcirculacion pulmonar. Estos espacios estan separados por los
endotelios y mesotelios parietales y viscerales que actian como membranas

semipermeables.

Clasicamente se ha considerado que la pleura parietal estaba irrigada por
la vascularizacién sistémica, mientras que la pleura visceral lo estaba por los
capilares pulmonares. Debido a esta diferente vascularizacién y a las diferentes
presiones hidrostatica y oncoética de estos compartimentos, existia un intenso
flujo de liquido pleural, proximo a los 2 litros diarios, que procedente de la pleura

parietal era reabsorbido por la pleura visceral.

Actualmente se ha comprobado que tanto la pleura parietal como la
visceral presentan una vascularizacion de tipo sistémico y que mientras la pleura
parietal drena su sangre hacia la circulacion venosa sistémica y llega a la
auricula derecha, la pleura visceral drena su sangre a la circulacién pulmonar y
alcanza la auricula izquierda. El paso de liquido desde los capilares sistémicos
de ambas pleuras a la cavidad pleural esta regulado por las presiones
hidrostatica y oncoética de los capilares sistémicos y del liquido pleural, y de la
propia presién negativa intrapleural que esta modificAndose continuamente

dependiendo de los movimientos respiratorios [19].

Asi, de acuerdo con estos datos, se puede admitir, y actualmente es la
teoria mas aceptada, que el liquido pleural procede de la circulacién sistémica
de ambas pleuras, atraviesa las membranas mesoteliales parietal y visceral,
alcanza la cavidad pleural y es reabsorbido por los lagos linfaticos de la pleura
parietal, que son mucho mas abundantes en la parte mas declive de la cavidad

pleural y en el diafragma.
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El acumulo de liquido o derrame pleural aparece cuando se produce un
desequilibrio entre la produccién de liquido y su reabsorcion y esto ocurre
principalmente cuando existe una alteracion en el mecanismo de absorcidén del
liquido por parte del sistema linfatico.

Otras causas por las que se puede producir un derrame pleural son el
aumento de las presiones hidrostaticas de los capilares pulmonares, el descenso
de la presion oncética de la microcirculacion, el aumento de la presién negativa
intrapleural y el aumento de la permeabilidad en la microcirculaciéon que aparece

cuando existe un proceso patologico pleural [20].
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3.- Neoplasias pleurales

3.1.- Introduccion

Dependiendo de su etiologia los tumores pleurales pueden ser primarios
o primitivos, procedentes de la propia serosa pleural, y metastaticos o

secundarios a procesos tumorales de otras estructuras.

Los tumores pleurales primitivos son raros y poco frecuentes. Debido a su
escasa incidencia, su existencia como entidad independiente ha sido
ampliamente discutida hasta mediados del pasado siglo, cuando se determiné
que eran tumores originados en las células mesoteliales que recubren las

serosas y se les comenzé a denominar mesoteliomas.

Los tumores pleurales secundarios son mucho mas frecuentes pues la
superficie pleural es muy extensa, y en ella pueden desarrollarse metastasis de
tumores de otras localizaciones, principalmente de la mama en la mujer y del
pulmén en el hombre, aunque también procedentes de tumores de ovario,

estdbmago, pancreas y linfomas.

3.2.- Tumores pleurales primitivos

Pueden ser benignos como los lipomas, de moderada o baja malignidad
como los mesoteliomas fibrosos localizados, y malignos como el mesotelioma

pleural difuso [21].
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3.2.1.- Tumores pleurales localizados

Los lipomas y mesoteliomas fibrosos localizados son realmente tumores
de origen submesotelial procedentes de las células del tejido conjuntivo de la
capa profunda pleural, por lo que, propiamente, no deben ser considerados
como mesoteliomas y se deberian denominar submesoteliomas, fibromas
submesoteliales o tumores fibrosos pleurales. Algunos de estos tumores pueden
alcanzar gran tamano e incluso alta malignidad cuando presentan degeneracién

sarcomatosa.

Los mesoteliomas pleurales auténticos son los tumores que derivan de
las células mesoteliales. Se desarrollan en la cavidad pleural y se caracterizan
por ser difusos, infiltrar las estructuras adyacentes, presentar un crecimiento

rapido, un comportamiento altamente maligno y una elevada mortalidad.

3.2.2.- Mesotelioma pleural difuso

3.2.2.1.- Epidemiologia

Aunque los tumores malignos pleurales difusos fueron descritos por
primera vez en el afio 1870 por Wagner, fueron Klemperer y Rabin los que, en el

afo 1931, los denominaron con el término de mesoteliomas [22].

El mesotelioma maligno difuso pleural es un tumor poco frecuente,
aunque es el mas habitual y caracteristico de los tumores pleurales primitivos.
Hasta 1940 su incidencia era practicamente inexistente [23]. Es en la segunda

mitad de ese siglo cuando comienzan a diagnosticarse de forma mas precisa.
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Actualmente, su incidencia, aun diversa, pues depende del estado de
desarrollo e industrializaciéon de los diferentes paises, es globalmente muy baja
con una tasa inferior a un caso por cada 100.000 habitantes y afo [24]. Las
mayores incidencias estan descritas en la region de Génova, en el oeste de
Australia, en Escocia y en la zona de Maastricht, con tasas ajustadas a la
poblacion mundial de 5,4; 5,2, 3,4 y 3,3; respectivamente, por cada 100.000
habitantes [25]. En los paises no industrializados de Asia y Africa estas tasas

son inferiores a 0,1 casos por 100.000 habitantes.

La alta incidencia en las zonas descritas esta en directa relacién con la
causa etioldgica involucrada en el desarrollo del mesotelioma que es la
exposicion ambiental continuada al asbesto. Debido al amplio uso de este
producto durante la segunda mitad del siglo anterior y al prolongado periodo de
latencia de la enfermedad, se espera un incremento progresivo de la incidencia
de mesotelioma maligno hasta el afo 2020 [26]. EI mesotelioma es mas
frecuente en el vardn, en una proporcion de 5 a 1 [23], y aparece principalmente

entre los 50 y los 80 anos con una edad media de 65 anos.

3.2.2.2.- Etiologia

Como se ha indicado anteriormente, el desarrollo de este tumor esta
intimamente relacionado con la exposicion prolongada y la inhalaciéon de ciertos
minerales fibrosos, destacando por su importancia el asbesto. Esta relacion fue
demostrada por Wagner [27] en el afio 1960. Desde entonces se ha comprobado
que mas del 70% de los pacientes con mesoteliomas refieren contacto
prolongado con este producto, bien por manejo directo, bien por exposicion

ambiental con inhalacion de sus fibras [22], y que 5 a 7% de los trabajadores
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expuestos al asbesto desarrollan la enfermedad, riesgo que se transmite
también a sus convivientes al ser portadores de fibras minerales en su ropa de
trabajo [21]. El periodo de latencia desde el inicio del contacto hasta la aparicion

de la enfermedad es muy largo y puede llegar a ser de 30 a 50 afos.

El asbesto es un mineral fibroso compuesto por haces de fibras de
silicatos que se clasifica en dos grupos mineralégicos, las serpentinas
representadas por el crisotilo o asbesto blanco (silicato de magnesio) y los
anfiboles que incluyen la amosita o asbesto marron (silicato de hierro y

magnesio) y la crocidolita o asbesto azul (silicato de hierro, sodio y magnesio).

Sus efectos patolégicos estan en relacion con la longitud, grosor vy
composicion quimica de sus fibras. El crisotilo o asbesto blanco esta
considerado como el de menor riesgo carcinogénico ya que puede fraccionarse
en cortas microfibras de reducido grosor que son mas facilmente eliminadas por
el aclaramiento pulmonar. La crocidolita y la amosita, debido al mayor tamafio en
grosor y longitud de sus fibras, tienen mas dificultades para ser eliminadas por
las secreciones mucosas broncopulmonares, se depositan en las paredes
bronquiales y bronquiolares, pasan a los alveolos y, con el transcurso del tiempo,
atraviesan los tabiques interalveolares o son vehiculadas por el sistema linfatico,

alcanzan la pleura y desarrollan el proceso patolégico.

Hay, no obstante, un 20 a 30% de casos de mesoteliomas que aparecen
en pacientes que no han tenido nunca contacto con el asbesto, por lo que se han
apuntado otros posibles factores etiolégicos como las radiaciones ionizantes
recibidas tras tratamientos por procesos neoplasicos previos (linfomas de
Hodgkin, cancer de mama, etc.), contacto con fibras de vidrio y otros silicatos
(amosita, antofilita, etc.) e, incluso, una posible predisposicion genética tras el
contacto con un mineral como la erionita, frecuente en la region turca de
Capadocia [28].
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De forma experimental se ha comprobado que la infeccién o contacto con
el polyomavirus o virus del simio S40 produce en los roedores tumoraciones
similares a las del mesotelioma. Ademas, en un 60% de los mesoteliomas, se
han demostrado secuencias de ADN del S40 [29], por lo que se ha considerado
que este virus, oncogénico para el hombre, o algun otro virus aun no
identificado, podrian tener alguna relacién con el desarrollo del mesotelioma

pleural en el humano [22,23].

Por ultimo, se ha comprobado que, a diferencia de otros tumores, el
consumo de tabaco no esta relacionado con la aparicion de mesotelioma pleural
[22], pero la suma de tabaco y asbesto aumenta en mas de un 50% la incidencia

y el riesgo de mortalidad por cancer de pulmon.

3.2.2.3.- Factores biolégicos e inmunolégicos

La alteracidén de las células mesoteliales y el desarrollo del mesotelioma
pleural pueden ser debidos a diversos mecanismos. Uno de ellos, es que los
iones de la superficie de las fibras de amianto podrian eliminar radicales libres
que modificarian el ADN celular. Otro posible mecanismo desencadenante es la
alteracion celular debida a la eliminacion de sustancias bioactivas como
citocinas, interleucinas, factores de crecimiento, etc., ocasionadas por el proceso

inflamatorio crénico que las fibras de asbesto provocan sobre la serosa pleural.

Asi, un gran numero de genes supresores que impedirian el crecimiento
tumoral presentarian también mutaciones o serian frenados en su actividad
debido al proceso inflamatorio provocado por el asbesto y a la actuacion de esas
sustancias bioactivas secretadas lo que impediria la funcién autoinmune de las

células mesoteliales normales y facilitaria el crecimiento celular tumoral.
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Ademas, estas células mesoteliales malignas son capaces de producir
importantes cantidades de factores de crecimiento del endotelio vascular que
modifican la permeabilidad de la capa pleural y facilitan la diseminacién de las
células tumorales. Otra sustancia producida por estas células malignas es el
FGF o factor de crecimiento de los fibroblastos que aumenta la angiogénesis,
proceso invasivo que degrada la matriz extracelular y permite la proliferacion y

migracion de las células neoplasicas.

3.2.2.4.- Histologia

El mesotelioma pleural se presenta macroscépicamente como una lesion
tumoral multiple en forma de nédulos arracimados o placas grisaceas, que afecta
a ambas pleuras, mas intensamente a la parietal, con predominio en las partes
mas declives de la cavidad, debido probablemente a factores gravitatorios. Es un
tumor que se caracteriza por un predominante desarrollo y crecimiento loco-

regional (Fig. 4).

Con microscopia Optica se distinguen tres variedades histoldgicas:
epitelial, fiborosa o sarcomatoide y mixta (con predominio de uno u otro tipo

celular) (Fig. 5).

El mesotelioma epitelial es el mas frecuente y representa el 50 a 70% del
total de los casos. Procede de la capa de células mesoteliales y se caracteriza
por estar constituido por células tumorales de aspecto uniforme, de mediano
tamafo con patrén papilar o tubular y con pocas anomalias citonucleares.
Presenta dificultades para su diagnéstico diferencial con los tumores epiteliales
del tipo de los adenocarcinomas que afectan difusamente la pleura como
adenocarcinoma de pulmén, cancer de mama, estémago, ovario, etc., procesos

que con frecuencia también ocasionan metastasis pleurales difusas.
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La variedad sarcomatoide o fibrosa supone el 10 a 15% de los
mesoteliomas pleurales. Procede de los elementos de la capa submesotelial. Se
caracteriza por la presencia de células ovales o fusiformes, de aspecto irregular
que semejan procesos sarcomatosos con los que se debe realizar el diagndstico

diferencial.

La variedad mixta representa el 20 a 40% de los mesoteliomas. Esta
constituida por elementos epiteliales y fibrosos con predominio de una u otra
estirpe celular. Este patron bifasico es caracteristico del mesotelioma pleural

maligno.

Los hallazgos obtenidos por microscopia éptica son insuficientes para
determinar el diagndstico definitivo de mesotelioma pleural por lo que en la
actualidad, para realizar un adecuado diagnéstico diferencial con otros procesos
tumorales, se precisan estudios de microscopia electronica y, principalmente, la
utilizacion de técnicas de inmunohistoquimica mediante el empleo de
biomarcadores tumorales del tipo de la vimentina, citoqueratina, antigenos

antimesotelio, etc.

3.2.2.5.- Sintomatologia clinica
El mesotelioma pleural afecta generalmente a un solo hemitérax siendo
en el 60% de los casos de localizacion derecha debido a su mayor superficie

pleural [26]. En un 5% de las ocasiones puede presentar afectacion bilateral.

Debido a su largo periodo de latencia y a su lento crecimiento, los

sintomas iniciales aparecen cuando el proceso se encuentra en fase avanzada.

18



Neoplasias pleurales

Estos sintomas son habitualmente la disnea y el dolor, datos
inespecificos y poco significativos, frecuentes en muy diversos procesos

patoldgicos pleuropulmonares.

La disnea es debida, generalmente, a la frecuente presencia de derrame
pleural acompafiante. En una primera fase, la disnea puede mejorar tras la
evacuacion del mismo, pero la progresiva afectacion infiltrativa de las pleuras
parietal y visceral y su engrosamiento tumoral produce un enclaustramiento
pulmonar y una restriccion de los movimientos de la pared toracica que
incrementan su intensidad. En fases avanzadas se produce la sinfisis de ambas
pleuras con una retraccion significativa del hemitérax afectado y una seria

insuficiencia respiratoria restrictiva.

El dolor es debido a la infiltracién tumoral del diafragma y de la pared
toracica. Inicialmente es un dolor sordo de localizacion basal toracica o
abdominal alta, frecuentemente irradiado hacia el hombro, debido a infiltracion
de las fibras del nervio frénico que inervan la parte central del diafragma, zona
habitual de inicio del proceso tumoral mesotelial. El dolor toracico es progresivo
y esta ocasionado por la infiltracién de la pleura parietal y la afectacion de los
nervios intercostales. Este dolor puede llegar a ser de gran intensidad vy

convertirse en el sintoma mas intenso y el mas dificilmente manejable.

En fases mas avanzadas pueden aparecer otros sintomas relacionados
con la infiltracion de las estructuras adyacentes: hemoptisis por afectacion
parenquimatosa pulmonar, taponamiento cardiaco por infiltracion pericardica,
disfagia, sindrome de vena cava superior y compresion medular por infiltracién

de las estructuras mediastinicas, ascitis por infiltracion peritoneal, etc.

Se han descrito sindromes paraneoplasicos acompafantes como

coagulopatias, anemia hemolitica, tromboembolismo pulmonar, hipercalcemia,
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secrecion inadecuada de hormona antidiurética, hipoglucemia y osteoartropatia

hipertréfica.

El mesotelioma pleural es un tumor con un comportamiento agresivo
localizado. La afectacion ganglionar loco-regional es muy frecuente y puede
aparecer hasta en el 70% de los casos. La diseminacion a distancia es menos
frecuente y soélo se observa en las fases avanzadas del proceso v,
principalmente, en los mesoteliomas sarcomatosos y mixtos. Las metastasis
pueden presentar localizacion pulmonar, ésea, cerebral, hepatica, subcutanea,
etc. [30]. Aunque clinicamente no sean manifiestas, en estudios necrépsicos se
ha podido comprobar la existencia de metastasis hasta en un 70% de las

ocasiones.

En fases finales, el paciente presenta un progresivo e importante
deterioro y una intensa afectacion del estado general con tos irritativa, dolor,
astenia y adelgazamiento. Un tercio de los pacientes presentan obstruccién
intestinal por infiltracion tumoral transdiafragmatica. En la mayoria, el
fallecimiento suele producirse por un cuadro de insuficiencia respiratoria
progresiva o0 neumonia debidas a la progresion intratoracica del proceso con
enclaustramiento del pulmén afectado y compresion del pulmén contralateral. Un

10% fallecen por infiltracion tumoral cardiopericardica [23].
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3.2.2.6.- Diagnéstico

3.2.2.6.1.- Métodos de imagen

En radiologia convencional el mesotelioma pleural se manifiesta
habitualmente como un derrame pleural. En fases mas avanzadas puede
apreciarse una pérdida de volumen del hemitérax afectado causada por la
infiltracién y la retraccion de la pleura parietal, con desplazamiento homolateral

del mediastino debido al enclaustramiento pulmonar.

Cuando el derrame es limitado, su exacta localizacion y su densidad se

pueden determinar facilmente mediante ecografia toracica (ET).

En tomografia axial computerizada (TAC) se aprecian imagenes de
engrosamiento irregular de la pleura con placas y nodulaciones que dan una
imagen de festoneado pleural y se acompafan habitualmente de derrame. La
TAC permite también valorar la existencia de adenopatias mediastinicas, la

infiltracién de la pared toracica y la posible extension extratoracica del proceso.

La resonancia magnética (RM) es muy util para delimitar anatébmicamente
las posibles infiltraciones tumorales extrapleurales y determinar la posibilidad de

reseccion quirurgica [22].

La realizacion de una tomografia por emisién de positrones (PET) es
aconsejable en estos pacientes para determinar o descartar la presencia de
adenopatias mediastinicas afectadas y de metastasis a distancia y efectuar asi

su adecuada estadificacion [31].
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Otras técnicas como la ecografia endotraqueal (EET) y la ecografia
endoesofagica (EEE) pueden ser de utilidad para determinar posibles
infiltraciones de las estructuras mediastinicas, principalmente las vasculares y

las cardiopericardicas.

3.2.2.6.2.- Estudio del liquido pleural

El liquido pleural en los derrames de los mesoteliomas pleurales malignos
es un exudado seroso o serohematico que en mas de la mitad de los casos se
caracteriza por presentar un pH menor de 7,20; una glucosa inferior a 50 mg/dl y
una tasa de LDH elevada, superior a 600 Ul/ml, muy por encima de las cifras

presentes en otros derrames pleurales malignos.

Destaca también la significativa viscosidad de estos derrames, debida a
la elevada tasa de acido hialurénico que, cuando es superior a 100 mg/l en el
derrame y se acompafa de tasas bajas de antigeno carcino embrionario (CEA)
en sangre y derrame, puede considerarse patognomoénico de mesotelioma
maligno pleural. El valor del pH se ha utilizado como factor prondstico en los
mesoteliomas epiteliales y cifras superiores a 7,32 se han asociado a mejores

tasas de supervivencia [32].

El analisis citologico del liquido muestra células mesoteliales atipicas en
un 30% de las ocasiones, pero aunque es util para demostrar la malignidad del
derrame, es insuficiente para su definitivo diagnéstico diferencial con otros
procesos malignos, principalmente adenocarcinomas primitivos pulmonares o

metastasicos.
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3.2.2.6.3.- Biopsia pleural

La biopsia pleural con aguja, bien a ciegas o dirigida por radioscopia,
ecografia o TAC [33], puede determinar en casi la mitad de los casos el
diagnostico de proceso maligno pleural, pero debido al reducido tamafio de las
muestras, se considera insuficiente para realizar un diagnéstico definitivo de
mesotelioma maligno pleural, principalmente epitelial, ya que es dificil

diferenciarlo de los adenocarcinomas.

Actualmente, cuando hay cavidad pleural libre y es posible su
exploracién, la videotoracoscopia es el método diagnéstico mas idéneo pues
permite la adecuada valoracion de la extension tumoral y la obtencion de buenas
muestras de tejido tumoral de diferentes zonas pleurales que contribuyen al
correcto diagnéstico anatomopatolégico mediante la utilizacién de técnicas de

inmunohistoquimica.

En los casos en que se ha producido una sinfisis pleural se debe recurrir
a la realizacion de una minitoracotomia para alcanzar la pleura y lograr la
adecuada obtencion de biopsias. A pesar de estos métodos, hay aun un
porcentaje significativo de pacientes en los que no se logra el diagndstico ni en
la toracotomia exploradora y es la evolucion del proceso la que determina

finalmente el diagndstico definitivo.

Las técnicas de inmunohistoquimica mediante el uso de anticuerpos
monoclonales y policlonales del tipo de calretinina, citoqueratina 5, mesotelina,
trombomodulina, etc., han supuesto un importante avance en el diagnéstico
histolégico de los mesoteliomas [34] ya que permiten detectar los distintos tipos

de carbohidratos que son capaces de producir las células mesoteliales.
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Actualmente el diagndstico anatomopatoldégico de mesotelioma pleural se
basa en determinar que la biopsia tumoral presenta positividad a un minimo de
dos inmunomarcadores especificos de mesotelioma y negatividad a otros dos

inmunomarcadores de otros tumores como el adenocarcinoma.

Los inmunomarcadores D2-40 y calretinina presentan una especificidad
para el diagnodstico del mesotelioma epitelial del 95,5%, mientras que CEA y
TTF-1 (Thyroid Transcription Factor-1) presentan una especificidad del 100%
para el diagndstico de adenocarcinoma, por lo que, en una biopsia de
tumoracién pleural, la positividad de los dos primeros y la negatividad de los
otros dos puede considerarse concluyente para el diagndstico de mesotelioma
epitelial [35].

El uso de nuevos biomarcadores, todavia en fase experimental, puede
facilitar ain mas en un futuro inmediato el diagnéstico precoz del mesotelioma
[36].

3.2.2.7.- Estadificacion

Se han propuesto diversos sistemas de estadificacion de los
mesoteliomas pleurales, orientados hacia su evaluacion pronédstica y su
supervivencia. El mas clasico utilizado es el de Butchart et al. [37] de 1976, que

diferencia cuatro estadios (Tabla I)

Esta clasificacion ha sido modificada por distintos autores, principalmente
Boutin et al. [38] que subdividen los dos primeros estadios, y Sugarbaker et al.
[39] que aplican a su clasificacion criterios diagnésticos obtenidos tras los

hallazgos toracoscopicos y quirdrgicos.
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Actualmente se tiende a utilizar la clasificacion propuesta por el
International Mesothelioma Interest Group (IMIG) [40], basada en el sistema
TNM (Tablas lla, Ilb y lic), que también se divide en cuatro estadios y permite
recoger diversos factores prondsticos obtenidos tras la cirugia (tipo de reseccion,
afectacién ganglionar, tipo histologico, etc.) (Tabla Ill). La aplicacion de esta
clasificacion TNM y su diferenciacién en estadios ha permitido comprobar que en
los pacientes con mesotelioma pleural maligno, los resultados y la supervivencia
son muy diferentes dependiendo de las caracteristicas clinicas y de la

estadificacion del proceso.

3.2.2.8.- Prondstico

El prondstico del mesotelioma pleural maligno es infausto con una
supervivencia media tras el diagnéstico muy limitada que oscila, segun las
diferentes series, entre los 8 y los 18 meses [41]. Habitualmente y sin
tratamiento, menos de un afio en la mayoria de los casos [42]. Este prondstico
depende de diferentes factores entre los que destacan el tipo histolégico, el

estadio de la enfermedad y el estado general del paciente.

Dependiendo del tipo histolégico, los mesoteliomas epiteliales son los que
presentan mejor prondstico por su crecimiento mas lento y su menor tendencia a
presentar metastasis, alcanzando una supervivencia media de 8,5 meses. Los
sarcomatoides tienen una supervivencia media de 7 meses y los mixtos de 6

meses [26].
De acuerdo con la clasificacion por estadios la supervivencia media del

paciente en estadio | es de 16 meses, en el estadio Il es de 9 meses, en el

estadio Ill de 5 meses y la supervivencia es minima en el estadio IV. En diversos
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estudios multivariante, las variables clinicas que influyen desfavorablemente en
la supervivencia son la edad superior a los 75 afos, el sexo masculino, el
deterioro del estado general, el adelgazamiento, el dolor toracico, la anemia, la
leucocitosis, la trombocitosis, la determinacion de LDH en liquido pleural superior

a 500 Ul/ml y los tipos histolégicos sarcomatoide y mixto [26].

Los mejores resultados se obtienen en pacientes con mesotelioma pleural
epitelial en estadio la (localizado en pleura, sin afectacion de adenopatias
mediastinicas y sin extension distancia) a los que se les ha podido realizar una
reseccion quirdrgica completa, que alcanzan una supervivencia media de mas
de 30 meses. Ultimamente, el uso de terapias multimodales ha mejorado

significativamente estos resultados.

3.2.2.9.- Tratamiento convencional

El tratamiento del mesotelioma pleural maligno ha sido siempre
cuestionado debido a la escasa supervivencia y a los malos resultados obtenidos
con las distintas actuaciones terapéuticas realizadas. Actualmente, aun no existe
un tratamiento de referencia ampliamente aceptado. Hay autores que incluso
han propuesto la abstencion terapéutica, mientras otros consideran que estos
pacientes deben ser remitidos a centros con programas de investigacion pues la

Unica alternativa terapéutica es la aplicacién de medidas paliativas [23].

Los diversos tratamientos habitualmente realizados se han basado en la
cirugia, la quimioterapia y la radioterapia. Actualmente se considera que, de
acuerdo con la estadificacion adecuada del proceso, se deben utilizar terapias
multimodales con la inclusion de nuevos tratamientos basados en inmunoterapia,
inmunopotenciacion genética, utilizacion de genes suicidas, quimioterapia

intrapleural, etc.
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3.2.2.9.1.- Cirugia

La cirugia esta indicada en el tratamiento de los mesoteliomas pleurales
malignos con intencién curativa en los estadios iniciales y con criterios de
actuacion paliativa en los estadios avanzados. Dependiendo de las
caracteristicas del proceso y de la extensién tumoral, se pueden realizar

pleurectomia y pleuroneumonectomia (Fig. 6).

3.2.2.9.1.1.- Pleurectomia

La pleurectomia o decorticacién consiste en la eliminacién de la pleura
afectada. Su objetivo, ademas de la eliminacion del tumor, es evitar la aparicién
de derrames pleurales recidivantes. Aunque la eliminacion de la pleura parietal
costal no presenta muchas dificultades, la exéresis de la pleura visceral resulta
mas dificultosa pues se encuentra intimamente adherida al parénquima
pulmonar y su eliminacion puede provocar hemorragias, fistulas broncopleurales

y fuga aérea persistente con neumotérax y posible enfisema subcutaneo.

3.2.2.9.1.2.- Pleuroneumonectomia

La pleuroneumonectomia o neumonectomia extrapleural consiste en la
reseccion en bloque del pulmén y de todo el saco pleural, extendida a los
trayectos de los trocares de las exploraciones previas [24], a las adenopatias
mediastinicas, al pericardio y al diafragma (Fig. 7). Se debe realizar la
reconstruccion de estas dos ultimas estructuras mediante su sustitucion por
materiales protésicos a base de poliésteres y polietilenos (Dacron®, Goretex®),

para mantener la integridad de las cavidades toracica, pericardica y peritoneal.
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El paciente debe presentar buen estado general y unas pruebas
funcionales respiratorias y cardiacas que permitan la neumonectomia. La
mortalidad postoperatoria se encuentra entre el 5 y el 10% dependiendo de la
experiencia de los diferentes centros [43]. La morbilidad es elevada, cerca del
61% [44], y consiste en fistulas broncopleurales, trastornos del ritmo cardiaco,

empiema, insuficiencia respiratoria, etc.

La pleuroneumonectomia como tratamiento exclusivo presenta una
supervivencia media a los dos afios que oscila entre el 10 y el 30%, segun las
series [22]. Esta cifra disminuye drasticamente cuando existe afectacion tumoral
de las adenopatias mediastinicas [45], con menor tasa de supervivencia en los
N2 que en los N1 [486].

Este hecho justifica que en todos estos pacientes esté indicado realizar
una valoracibn mediastinica previa a la intervencién quirdrgica. La
mediastinoscopia o la mediastinotomia permiten explorar los diferentes territorios
ganglionares y descartar la infiltracion tumoral de las adenopatias lo que
constituye una clara contraindicacidon para la pleuroneumonectomia. No
obstante, en la mitad de los casos se pueden encontrar durante la intervencion
quirargica adenopatias positivas que no han podido ser detectadas en la

exploracidn mediastinica realizada previamente [47].

Aunque la cirugia se ha propuesto como el tratamiento de eleccién en el
mesotelioma, la reseccion quirdrgica no permite el adecuado control
microscopico de la enfermedad, por lo que, utiizada de forma aislada, se

acompafa de una elevada tasa de recidivas.
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3.2.2.9.1.3.- Cirugia paliativa

Aplicada con intencion paliativa la cirugia puede actuar en el tratamiento
de los derrames, principalmente los recidivantes, mediante la evacuacion con
drenaje pleural y la realizacion de una pleurodesis, bien con métodos fisicos
(abrasion pleural), como mediante diversos productos irritantes (bleomicina,
tetraciclina), aunque la instilacion intrapleural de talco micronizado, controlada

por videotoracoscopia, es la que ha aportado los mejores resultados.

En los derrames pleurales recidivantes que no ceden con pleurodesis
repetidas se puede mejorar la calidad de vida de los pacientes mediante la

colocacion de un drenaje pleuroperitoneal con valvula unidireccional [48].

3.2.2.9.2.- Radioterapia

El mesotelioma pleural maligno es un tumor radiosensible, pero la
aplicacién aislada de radioterapia (RT), aunque reduce la masa tumoral, no ha
permitido mejorar la supervivencia. La RT aplicada como tratamiento unico con
intencién curativa precisa de altas dosis de radiacion ya que el volumen del
campo a tratar, todo el hemitérax afectado, es muy elevado, por lo que su
aplicacion esta limitada debido a los dafios que puede provocar sobre las

estructuras mediastinicas subyacentes.

En el tratamiento del dolor parietal, la RT ha demostrado su utilidad como
terapia paliativa, con buena respuesta, aunque sélo temporal, en mas del 60%
de los casos [49]. También estd indicada su aplicacién a dosis de 20 Gy en la
zona de los trayectos de los trocares de las exploraciones previas, para evitar la

progresion tumoral local de la enfermedad.
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Se ha propuesto la radiacion profilactica de la pared toracica antes de
realizar toracotomia para reducir la incidencia de recidivas parietales, pero la
dosis y el tiempo de aplicacion no estan aun claramente definidos [49]. La RT
aplicada a dosis de 54 Gy tras la pleuroneumonectomia reduce la tasa de
recidivas locales hasta menos de un 4%, pero no impide que cerca de la mitad

de los pacientes desarrollen metastasis a distancia [50].

Las nuevas técnicas de altas dosis de irradiacién con modulacién de la
intensidad y la combinacion de electrones y fotones aportan una mejor tolerancia
[51], aunque no estan exentas de fatales complicaciones [52]. También se ha
propuesto la aplicacion de isétopos radiactivos intrapleurales, principalmente Au

198, pero los resultados son desalentadores.

Excepto en el tratamiento con caracter paliativo del dolor parietal, en la
actualidad la RT esta desestimada como terapéutica unica y su aplicacion sélo
se contempla en el entorno de tratamientos multimodales junto con la cirugia y la

poliquimioterapia [53].

3.2.2.9.3.- Quimioterapia

Se han utilizado multiples citostaticos en el tratamiento del mesotelioma
pleural maligno, aunque ninguno per se ha mostrado una significativa mejoria de
la supervivencia. Se han aplicado pautas de monoterapia utilizando diversos
medicamentos, etopodsido, 5-fluoruracilo, carboplatino, cisplatino, doxorubicina,

ifosfamida, pero la tasa de respuesta siempre ha sido inferior al 15%.
La poliquimioterapia con el uso de dos agentes ha mejorado

discretamente los resultados con tasas de respuesta del 20 al 25% segun las

diferentes series. El uso de doxorubicina y cisplatino aporta una tasa de
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respuesta cercana al 30%, que asciende hasta el 44% si se les afade
bleomicina y mitomicina. La aplicacion de carboplatino y gemcitabina presenta
buenos resultados con mejoria significativa de la sintomatologia clinica,
disminucion de la disnea, aumento de peso y disminucién del dolor, una
supervivencia media de 66 meses y una supervivencia a los dos afos del 30%
[54].

En pacientes irresecables, pautas de poliquimioterapia con cisplatino y
gemcitabina seguidas de mitoxantrone, metotrexate y mitomicina aportan una

supervivencia media de 13 meses con una supervivencia al afio del 63% [55].

Los resultados con los nuevos antifolatos como el pemetrexed y el
raltitrexed solos o en combinacion con cisplatino [56], aunque son modestos,
resultan muy esperanzadores [57], pero aun no han mostrado una determinante
mejoria en la supervivencia ni en la calidad de vida de estos pacientes si se

compara con la pleurodesis con talco [58].

A pesar de ello, la supervivencia siempre es mayor en los pacientes
sometidos a quimioterapia que en los que sélo se aplican cuidados paliativos (12
meses frente a 4 meses) [59]. Las nuevas guias de practica clinica aconsejan la
aplicacién suplementaria de vitamina B12 y acido félico a los pacientes tratados

con pemetrexed, raltitrexed y cisplatino para mejorar sus resultados [60].

3.2.2.10.- Nuevos tratamientos

El tratamiento de los mesoteliomas estéd en continua evolucién y los
avances en la investigacion han permitido que ultimamente se hayan propuesto

y desarrollado nuevas pautas terapéuticas que se van incluyendo lenta, pero
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progresivamente en el tratamiento de estos pacientes logrando mejores

resultados y aumento discreto de su supervivencia.

3.2.2.10.1.- Tratamientos multimodales

En los dultimos afios se han propuesto diversas combinaciones
terapéuticas utilizando diferentes pautas de quimioterapicos con variados
protocolos de radioterapia, pero la mayoria de las actuaciones no han permitido
mejorar de forma significativa la supervivencia de estos pacientes. La cirugia de
exéresis, con reseccién macroscépica completa o tan solo citorreductora, junto
con diversas pautas de quimioterapia adyuvante han permitido una discreta

mejoria en los resultados [61].

La pauta terapéutica 6ptima esta aun por descubrir, aunque, ultimamente,
algunas propuestas han aportado resultados esperanzadores dentro del mal

prondstico que este proceso presenta.

Tras la propuesta inicial de Sugarbaker et al. [39] de aplicar en 183
pacientes seleccionados una terapia trimodal consistente en cirugia radical con
pleuroneumonectomia seguida de quimioterapia adyuvante con doxorubicina y
ciclofosfamida y radioterapia sobre el hemitérax intervenido, se han ido
modificando los agentes quimioterapicos (incluyendo cisplatino y mas tarde
carboplatino y paclitaxel), sus dosis y sus ciclos, al igual que las dosis de
radioterapia y las pautas de aplicacion. Los resultados han mejorado
progresivamente con incremento de la supervivencia que llega a ser del 38% a
los 2 afios y del 15% a los 5 afios en el total de la serie y alcanza hasta el 68% a
los 2 afios y el 46% a los 5 afios en un grupo seleccionado de 31 pacientes en

estadio | con mesotelioma de estirpe epitelial, reseccion completa de la lesion
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con margenes libres de infiltracion y ausencia de afectaciéon de las adenopatias

mediastinicas.

En las ultimas publicaciones destaca la mejoria de los resultados
aplicando quimioterapia de induccién o neoadyuvante [62], aunque con una
elevada tasa de complicaciones postquirdrgicas que en algunas series alcanzan
el 62% [63], destacando principalmente la fistula broncopleural, el empiema, la

dehiscencia de la plastia diafragmatica y el quilotérax [64].

La aplicacion de un tratamiento trimodal basado en quimioterapia de
induccién con tres o cuatro ciclos de carboplatino y gemcitabina seguido a las 3
a 5 semanas de cirugia con pleuroneumonectomia y radioterapia adyuvante del
hemitérax intervenido a las 4 a 6 semanas de la cirugia, presenta una
supervivencia media de 25,5 meses con una supervivencia al afio, a los 3 afios y
a los 5 afnos de 71%, 33% y 19% respectivamente [65]. La aplicacion de estas
terapias, incluyendo irradiacion a altas dosis, en los estadios avanzados, alcanza

una supervivencia superior a los 33 meses [66].

Esta terapia trimodal es la que se esta imponiendo paulatinamente en el
tratamiento de los pacientes con mesotelioma pleural maligno y la que esta
aportando en el momento actual los mejores resultados, principalmente en los

que se encuentran en estadios iniciales.

3.2.2.10.2.- Inmunoterapia
La exposicién prolongada al asbesto de las células mesoteliales y la

eliminacion por parte de las células tumorales mesoteliales de productos que

disminuyen la inmunidad y aumentan el crecimiento tumoral justifican la
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utilizacion de ciertas sustancias capaces de potenciar la inmunidad tanto celular

como humoral.

La interleucina 2 (IL-2) y el interferén gamma (INF y) por via intrapleural
presentan actividad antiproliferativa y potencian la actuacién antitumoral de los
macrofagos [24]. El interferén alfa (INF a) por via subcutanea presenta una

respuesta del 16%, pero con mala tolerancia por parte de los pacientes.

En los ultimos estudios, la aplicacion en los estadios Il y Il de terapias
multimodales basadas en IL-2 intrapleural preoperatoria seguida de cirugia con
pleurectomia o decorticacion, epidoxorubicina intrapleural postoperatoria,
radioterapia, quimioterapia sistémica con cisplatino y gemcitabina e
inmunoterapia prolongada con IL-2 subcutanea, aporta una supervivencia media
de 26 meses, (31 meses en los pacientes en estadio Il y 21 meses en los

pacientes en estadio Ill) [67].

3.2.2.10.3.- Terapia génica

La terapia génica en oncologia se basa en la posibilidad de modificar las
caracteristicas genéticas de las células y aprovechar estas modificaciones con
fines terapéuticos. Estas modificaciones tienen diversos objetivos: aumentar la
actividad antitumoral de las células del sistema inmunoldgico, incrementar la
inmunogenicidad de las células tumorales, potenciar la destruccion de estas
células, impedir el efecto angiogénico inducido por los propios tumores, estimular

los antioncogenes o genes supresores de tumores, etc.
Los mecanismos para lograrlo se basan en la transferencia de genes

modificados o cadenas de material genético en el interior de las células que

deseamos destruir. Esta transferencia génica se realiza mediante diferentes
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vectores 0 medios vehiculadores. Los mas utilizados por su eficacia son los
vectores virales que son capaces de alcanzar un numero muy elevado de
“células diana”. Los virus mas utilizados son los adenovirus, los retrovirus y el
virus del herpes simple. Otro mecanismo es el marcaje celular que consiste en
vehicular de forma conjunta el gen terapéutico junto con otro gen capaz de

identificar la “célula diana”.

En el caso del mesotelioma pleural maligno el objetivo es actuar sobre las
células mesoteliales tumorales para provocar su destruccidn. Es un campo de
actuacion muy atractivo ya que la cavidad pleural es facilmente accesible,
presenta una superficie muy amplia sobre la que poder actuar y permite la
utilizacion de altas concentraciones del producto ya que su repercusion

sistémica es mucho menor que aplicado por via intravenosa [68].

La mayoria de las actuaciones en este campo se encuentran aun en fase
experimental y consisten en la aplicacion de diversos virus oncoliticos en cultivos

celulares [69].

En pacientes con mesotelioma se han iniciado diversos estudios
utilizando diferentes métodos. La mayoria se basan en la utilizacién de un “gen
suicida”, generalmente un virus modificado genéticamente. Se aplica por via
intrapleural y, utilizando como vector un adenovirus, se transfiere al paciente el
gen que codifica la timidin quinasa del virus del herpes (HSVtK). Esto provoca
que la célula del mesotelioma maligno a la que se ha transferido el gen sea
sensible a un antiviral como el ganciclovir. La aplicacién de este medicamento

produce la destruccién celular [70].

Otro mecanismo es transmitir genes que codifican citocinas u otros
inmunomoduladores. Para ello se utiliza como vector el virus de la vacuna y se
introduce como agente el gen de la IL-2 que se replica dentro de las células

tumorales y produce su destruccion.
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Actualmente en los diversos estudios que se estan realizando, el
mecanismo mas frecuentemente usado como vector es el adenovirus. Respecto
a la naturaleza de los genes transferidos se distinguen cinco categorias: genes
que sensibilizan a la célula o “genes suicidas” como HSVIK; citocinas y otros
agentes inmunomoduladores como la IL-2; genes supresores de los tumores
como el p53; proteinas inhibidoras de la angiogénesis y antigenos tumorales
[71].

En pacientes con mesotelioma que presentan respuesta incompleta tras
someterles a radioterapia, se ha comprobado que la terapia génica viral
mediante virus oncoliticos facilita la destruccion de las células tumorales que
tienen dafiado el ADN por los efectos de la irradiacion [72]. A pesar de los
diversos estudios las series son aun muy escasas Yy los resultados son poco

significativos.

3.2.2.10.4. - Terapia fotodinamica

Se ha utilizado principalmente como complemento de la cirugia de
exéresis. Consiste en la administracion preoperatoria por via intravenosa de una
sustancia fotosensibilizadora, generalmente un derivado de las hematoporfirinas,
que alcanza las células tumorales. Tras la intervencién quirurgica, la aplicacion
de una luz de determinada longitud de onda, que depende de la sustancia
utilizada, estimula la produccién de radicales libres de oxigeno y otros productos
citotoxicos que provocan la destruccion celular. Sus resultados han sido poco
esperanzadores pues no aumenta la supervivencia e incrementa las

complicaciones postoperatorias.
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3.2.2.10.5.- Terapia trimodal con QT hipertérmica intrapleural

El tratamiento del mesotelioma ha presentado un nuevo avance en los
ultimos afios al anadir a la terapia trimodal, que tan excelentes resultados estaba
mostrando, la aplicacién en la cavidad pleural, durante el acto operatorio y tras la
cirugia de exéresis, de quimioterapicos, principalmente adriamicina y cisplatino,
en perfusién continua a temperatura normal o en perfusién hipertérmica. Este
nuevo método terapéutico ha abierto nuevas y esperanzadoras vias al

tratamiento del mesotelioma pleural maligno [73,74].

La aplicaciéon local del quimioterapico en perfusion hipertérmica en la
cavidad pleural facilita la accion citostatica del farmaco sobre las células
mesoteliales malignas precisando menores dosis para lograr su actividad. La
actuaciéon tépica del citostatico reduce los efectos colaterales adversos que
presentan estos farmacos aplicados por via sistémica. No obstante, la disparidad
de criterios en el tipo de quimioterapicos utilizados, el método y la temperatura
de aplicaciéon hacen necesaria la realizacion de estudios mas complejos que

permitan clarificar el mecanismo de actuacién de esta novedosa terapia.

3.3.- Tumores pleurales secundarios

Los tumores pleurales secundarios o metastasicos son mucho mas
frecuentes que los tumores pleurales primitivos. Su mayor incidencia se debe a
que la pleura presenta una gran superficie y es muy facil que en ella se
desarrollen metastasis de tumores de otras estructuras. Estos procesos
secundarios provocan mas del 40% de todos los derrames pleurales, sélo

superados por los derrames paraneumonicos o infecciosos.
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3.3.1.- Etiologia

Los procesos neoplasicos que mas frecuentemente presentan
diseminacion metastasica en la pleura son el cancer de pulmén (35 a 45% de los
casos), el cancer de mama (25 a 30%), los linfomas (10 a 15%), el cancer de

ovario (3 a 5%) y el cancer gastrico (3%).

Otros tumores que pueden ocasionar metastasis pleurales, aunque con
una frecuencia menor (aproximadamente del 1% cada uno) son los tumores
malignos del timo y los canceres de colon, pancreas, uUtero y vejiga. En el 6 a

10% de los casos no se logra determinar el origen del tumor maligno primitivo.

3.3.2.- Patogenia

El mecanismo mas frecuente de produccién de metastasis pleurales se
debe a la implantacién de émbolos tumorales que, dependiendo de los diferentes
tumores primarios, pueden alcanzar las superficies pleurales por via hematica,

por via linfatica o por contigtidad.

Esta afectacion tumoral de las estructuras vasculares submesoteliales
produce una serie de reacciones de tipo inflamatorio en las células mesoteliales
con secrecion de diversas sustancias vasoactivas y factores de crecimiento
tumoral que ocasionan hiperplasia mesotelial con engrosamiento pleural y
descamacion de células malignas a la cavidad pleural. Este engrosamiento
pleural evoluciona hacia una progresiva fibrosis con bloqueo vascular y linfatico,
paulatino crecimiento celular tumoral, destruccion de la matriz conjuntiva,

infiltracidn de la serosa pleural y alteracion de su permeabilidad.
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En fases mas avanzadas el bloqueo linfatico impide la normal reabsorcion
del liquido pleural y su acumulo en la cavidad ocasionando la aparicién del

derrame pleural.

3.3.3.- Sintomatologia

Los tumores pleurales metastasicos pueden cursar con tos, dolor
toracico, disnea, afectacion del estado general, etc., pero la manifestacién mas
frecuente y, a veces, el primer sintoma demostrable de la enfermedad, es el

derrame pleural.

3.4.- Derrame pleural maligno

3.4.1.- Concepto

Es la ocupacion de la cavidad pleural por un liquido, habitualmente un
exudado, en el que mediante estudios citohistolégicos se puede demostrar la

existencia de células neoplasicas malignas.
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3.4.2.- Etiologia

Cualquier proceso tumoral de cualquier érgano puede ser la causa de la
aparicion de un derrame pleural maligno, aunque los mas frecuentes,
aproximadamente el 75%, proceden de neoplasias broncopulmonares y
mamarias y de procesos linfoproliferativos. En el varén, mas de la mitad de estos
derrames se deben a un cancer de pulmén y cerca del 20% a un proceso
linfoproliferativo. En la mujer, cerca del 40% de los derrames pleurales malignos
son consecuencia de un cancer de mama y casi el 20% proceden de tumores
genitales. Cerca del 6% de los derrames, en ambos sexos, se deben a procesos
tumorales gastrointestinales. En casi un 10% de las ocasiones no se llega a

determinar el origen del tumor primitivo.

La mayoria de los tumores que pueden ocasionar metastasis pleurales,
como se han resefiado anteriormente, pueden también provocar la aparicién de

un derrame pleural maligno.

3.4.3.- Patogenia

El acumulo de liquido en la cavidad pleural se debe a las alteraciones
que el propio proceso neoplasico provoca sobre la serosa pleural y que se
caracterizan globalmente por una mayor permeabilidad y una pérdida de la

capacidad de reabsorcion.

Los mecanismos por los que se produce el derrame pleural en estos
procesos son diversos. Hay un mecanismo directo en relacién con la propia
afectacion neoplasica de la pleura que se caracteriza por la produccion de

diferentes sustancias que provocan un proceso inflamatorio pleural y un
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incremento de su permeabilidad. Ademas, esta afectacion tumoral,
principalmente de la pleura parietal, se acompafa de la obstruccion de los vasos
y lagos linfaticos lo que provoca una pérdida significativa en la capacidad de
reabsorcion del liquido pleural. La afectacion de las estructuras adyacentes
puede provocar la obstruccién de los vasos venosos, de los ganglios linfaticos
mediastinicos y del conducto toracico que conlleva una disminucion aun mayor

de la capacidad pleural de evacuacion del liquido acumulado.

En los procesos linfoproliferativos la aparicion del derrame se debe
principalmente al bloqueo de los ganglios linfaticos mediastinicos y a la
obstruccién del conducto toracico. En todos estos casos la presencia de células

malignas en el liquido pleural es muy frecuente.

En ocasiones, estos derrames no se deben a la presencia de metastasis
por actuacion directa del tumor sobre la pleura, y su origen esta en las
repercusiones sistémicas del mismo, en sus efectos loco-regionales y en las
consecuencias derivadas de la aplicacién de algunas terapias antitumorales

como la radioterapia.

Asi, algunos de estos derrames pueden estar en relacion con la
hipoproteinemia, habitual en enfermos neoplasicos, con la posible aparicién de
tromboembolismos pulmonares y con la presencia de neumonias obstructivas
acompafadas de atelectasias que provocan un incremento de la presion

negativa de la cavidad pleural y mayor acumulo de liquido pleural.
En algunas de estas ocasiones es posible que no se pueda determinar la

presencia de células malignas en el liquido pleural por lo que estos derrames se

pueden denominar “paramalignos”.
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3.4.4.- Sintomatologia

Habitualmente los derrames pleurales malignos son de escasa o
moderada cuantia oscilando entre los 500 y 1.000 ml. Asi, la cuarta parte de los
pacientes con derrame maligno pleural no presentan ninguna sintomatologia. En
muchas ocasiones, los Unicos sintomas presentes son ocasionados por el tumor
primitivo y el estudio del proceso permite descubrir la existencia del derrame
pleural. Los de minima o moderada intensidad pueden pasar desapercibidos por
no presentar ninguna sintomatologia o bien cursar paucisintomaticos. Sélo
cuando la ocupacion liquida pleural es manifiesta el paciente comienza a notar

dificultad respiratoria.

Asi, el sintoma mas frecuente e importante de los derrames pleurales
malignos es la disnea que afecta habitualmente a mas de la mitad de los
enfermos. Esta dificultad respiratoria sera mas o menos intensa dependiendo de
la cuantia del derrame. En ocasiones, cuando coexiste también patologia
pulmonar, la disnea puede estar presente incluso en derrames de pequefia

cantidad.

Otro sintoma importante es el dolor. Se debe a la infiltracion tumoral de la
pleura parietal y de las estructuras adyacentes y esta presente en mas del 25%
de los enfermos. Es un dolor sordo, de localizacion imprecisa, pero
generalmente referido a la parte inferior del térax, que se incrementa con los
movimientos respiratorios. Cuando existe afectacion de la pleura diafragmatica el
dolor esta irradiado al hombro del lado afectado, debido a la inervacién por parte

del nervio frénico de esa estructura.
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Otros sintomas presentes en los pacientes con derrames pleurales
malignos son la tos seca, irritativa, y la afectacién del estado general con

astenia, anorexia y adelgazamiento, etc.

Una caracteristica significativa de los derrames pleurales malignos es que

recidivan frecuente y rapidamente tras su evacuacion.

3.4.5.- Diagnostico

La certeza diagndstica se basa en la demostracién de la existencia de un
proceso maligno que cursa con la ocupacion liquida de la cavidad pleural. El
diagnostico se consigue determinando la presencia de células malignas en el
derrame pleural o bien la existencia de tejido tumoral en las biopsias realizadas
en la pleura. El primer paso consiste en demostrar la existencia de un derrame
pleural. Para lograr este objetivo se pueden utilizar diferentes métodos

diagnosticos.

3.4.5.1.- Métodos de imagen

Las técnicas descritas anteriormente en el diagndstico del mesotelioma
pleural son aplicables al estudio de los derrames pleurales malignos. Algunas
como la radiografia convencional o la TAC son fundamentales para su
diagnostico. En la radiografia simple de térax se aprecia una ocupacioén liquida
de la cavidad pleural que puede ser casi imperceptible, con un simple

pinzamiento del seno costofrénico, en los derrames minimos, o completa, con
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opacificacion del hemitérax afectado e incluso desplazamiento mediastinico
contralateral en los masivos. A veces, en los derrames subpulmonares derechos,
el proceso puede pasar desapercibido y sélo la realizacién de una radiografia en
decubito lateral permite evidenciar la presencia de liquido libre en la cavidad

pleural.

El derrame debido a un carcinoma broncopulmonar suele ser del mismo
lado que el tumor primitivo y en la radiografia se pueden apreciar, en ocasiones,
manifestaciones radiolégicas propias del tumor. Este derrame cursa
habitualmente sin desplazamiento mediastinico contralateral debido a la
retraccion homolateral provocada por la propia tumoracién. Los carcinomas de
mama suelen también desarrollar los derrames en el mismo lado del tumor. Con
frecuencia, y en la mayoria de los tumores, en la radiografia de térax se aprecia

que el derrame pleural es bilateral.

La TAC es muy util para el diagnéstico pues permite descubrir derrames
de escasa cuantia. Ademas de determinar su exacta localizacion y su magnitud
permite también, en la mayoria de las ocasiones, identificar el tumor primitivo, la
existencia de posibles tumoraciones pleurales, la presencia de adenopatias y la

infiltracién de las estructuras adyacentes.

La ecografia toracica es un método sencillo, rapido y econémico para
poder determinar la localizacion exacta de los derrames pleurales y el mas
utilizado para elegir la zona donde realizar la toracocentesis o la colocacion de
un drenaje toracico en los de escasa cuantia, los multiloculados, los

encapsulados o los de dificil localizacion.
Se pueden utilizar también otros métodos diagnodsticos: RM, PET, EET,

EEE, como se ha resefiado en el diagndstico de los mesoteliomas pleurales

malignos, pero los datos que aportan son escasos respecto a los obtenidos por
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la radiologia convencional, la TAC y la ecografia y ademas, su coste es mucho

mayor.

3.4.5.2.- Toracocentesis

Tras la demostracion mediante los métodos de imagen de la existencia
de un derrame pleural, la siguiente actuacion diagndstica para su estudio es la
obtencion de liquido de la cavidad pleural. EI método mas sencillo y elemental
para conseguirlo es la toracocentesis o punciéon con aguja que debe realizarse
bajo control radiolégico o ecografico en los derrames de escasa cuantia o

cuando estan encapsulados.

Cuando el derrame es cuantioso y ocupa la mayor parte de la cavidad
pleural, la puncién puede realizarse en el plano lateral del térax, entre las lineas
axilares anterior y posterior y a la altura del 5° 6 6° espacio intercostal, zona
donde existen menos planos musculares, el grosor de la pared toracica es
menor, el acceso al derrame es mas facil y disminuye el riesgo de posibles

complicaciones.

Esta puncion para la obtencién de una muestra del liquido pleural puede
también ser utilizada, en el mismo acto, como método terapéutico permitiendo la
evacuacion parcial del derrame. El liquido obtenido, ademas de para estudio

citolégico, debe ser también procesado para estudio bioquimico y microbioldgico.

En los pacientes que presentan un engrosamiento pleural, es
conveniente realizar también en el mismo acto una puncion biopsia transparietal
a ciegas mediante aguja cortante lo que permite, en multiples ocasiones, la
obtencion de fragmentos de la pleura parietal utiles para el diagndstico

histolégico del proceso. Cuando la pleura presenta aspecto radiolégico normal,
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la rentabilidad diagndstica de esta puncidon biopsia es muy limitada, inferior al

estudio citoldgico del liquido pleural.

3.4.5.3.- Estudio del liquido pleural

Los derrames pleurales malignos se presentan habitualmente como
exudados de aspecto seroso, serohematico o claramente hemorragico. Los
debidos a procesos linfoproliferativos se manifiestan generalmente como un
quilotérax. Globalmente se caracterizan por presentar una tasa de glucosa baja,

menor de 60 mg/dl, una LDH elevada y un pH inferior a 7,30.

En los quilotérax la tasa de triglicéridos suele ser superior a 100 mg/dl. La
presencia de una cifra elevada de CEA suele estar en relacidon con procesos
malignos de tipo adenocarcinoma, bien de origen pulmonar o como metastasis
de cualquier otro 6rgano. La enolasa neuroespecifica (ENE) puede estar elevada

en los derrames pleurales debidos a neoplasias pulmonares de célula pequeia.

El uso de marcadores tumorales aun no ha aportado datos definitivos en

el estudio de estos derrames.

El estudio citolégico del liquido pleural y la demostracion de células
neoplasicas malignas son determinantes para el diagnostico de derrame maligno
pleural. Esto se consigue globalmente en mas de la mitad de las citologias
realizadas tras toracocentesis, aumentando la rentabilidad diagndstica hasta
cerca del 75% en los adenocarcinomas metastasicos y cuando también se

realiza biopsia pleural a ciegas.
El diagndstico citolégico es mas facil en los derrames pleurales

secundarios a los carcinomas de mama y ovario ya que son procesos tumorales

que presentan una mayor descamacion celular. Esta rentabilidad diagndstica es
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menor, aproximadamente del 30%, en los derrames debidos a neoplasias
broncopulmonares epidermoides e inferior al 25% en los derrames debidos a

enfermedad de Hodgkin.

La utilizacion de técnicas de citoinmunohistoquimia y el estudio con
microscopia optica y electronica del bloque celular obtenido tras la centrifugacion
del liquido pleural, permiten la diferenciacién diagndstica de la mayoria de estos
derrames. La citometria de flujo ha demostrado su utilidad, principalmente en el
diagnostico de los derrames pleurales malignos secundarios a procesos
linfoproliferativos al poder determinar la presencia de una proliferacion celular

clonal en el liquido pleural.

A pesar de todas estas pruebas realizadas hay aproximadamente un
tercio de pacientes en los que no se logra el diagndstico definitivo, aunque se
sospeche la malignidad del derrame. En estos casos es necesario el empleo de
otros métodos diagndsticos basados en la exploracién de la cavidad pleural y la

toma de muestras de biopsia pleurales.

3.4.5.4.- Toracoscopia y videotoracoscopia

Es el método mas efectivo para el diagndstico de los derrames pleurales
malignos ya que permite la visualizacion y la adecuada exploracion de la cavidad
pleural, la identificacion de las lesiones pleurales: engrosamientos, nodulaciones,
tumoraciones, etc., su localizacion, su extensién y la toma dirigida de biopsias de

todas las zonas sospechosas.
El estudio histologico de estas biopsias mediante la utilizacion de técnicas

de inmunohistoquimica y microscopia electronica, el uso de marcadores

especificos y la determinacion de receptores de estrégenos y de progesterona
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[75], permiten, en este momento, diagnosticar etiolégicamente la practica

totalidad de los derrames pleurales malignos.

En la actualidad se puede considerar que el método mas efectivo para
lograr el diagndstico en los derrames pleurales neoplasicos es la realizacion de
una videotoracoscopia y la toma dirigida por vision directa de multiples biopsias
pleurales. No obstante, en algunas ocasiones, cuando la cavidad pleural esta
multitabicada, presenta abundantes adherencias o el enfermo no tolera el
colapso pulmonar necesario para realizar la toracoscopia, se debe practicar una

minitoracotomia para poder obtener adecuadas muestras de biopsia.

3.4.6.- Prondstico

La presencia de un derrame pleural maligno es caracteristica de un
proceso neoplasico extendido y en esta situacion el prondstico de los pacientes
es muy desfavorable. La supervivencia va a depender del tumor primitivo, de sus

caracteristicas histoldgicas y de su respuesta a las diferentes terapéuticas.

Se ha comprobado que el pronéstico es peor y la supervivencia mas baja
en los derrames que presentan una tasa de LDH elevada, una cifra de glucosa
inferior a 60 mg/dl y un pH menor de 7,30. Estos datos estan en relacion con el
tamano de la masa tumoral pleural que provoca un importante componente

inflamatorio y la limitada llegada de glucosa a las células.

En conjunto, se describen supervivencias muy escasas, proximas a los 4
a 6 meses, habitualmente inferiores al afio, en la mayoria de los pacientes. En
los derrames debidos a cancer de pulmén la supervivencia es inferior a los 6

meses. En los secundarios a cancer de mama esta supervivencia es mayor
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alcanzando un 20% a los 3 afos. Sin duda el prondstico esta en relaciéon con la

respuesta al tratamiento oncoldgico radioquimioterapico del tumor primario.

3.4.7.- Tratamiento

Independientemente de la posible actuacion terapéutica sobre el tumor
primitivo, el tratamiento principal de estos pacientes con derrame pleural
neoplasico, debe estar encaminado a mejorar su calidad de vida y se basa
principalmente en aliviar la sintomatologia ocasionada por el derrame,

principalmente la disnea, el dolor y la tos.

Las distintas actuaciones terapéuticas deben estar en relacién con el tipo
de tumor primitivo, la presencia de extensién tumoral en otras estructuras
ademas de la pleura, su posibilidad de respuesta al tratamiento oncolégico, la

supervivencia estimada y el estado general del paciente.

Se ha considerado que la escala de Karnofsky puede ser utilizada como
criterio predictivo de supervivencia y que solo estaria indicado realizar algunas

actuaciones como la pleurodesis en pacientes con un indice superior a 70% [76].

No obstante, e independientemente del tratamiento sintomatico para el
dolor y la tos, en todos los casos se debe actuar intentando evacuar el derrame y
provocando una pleurodesis o sinfisis pleural para evitar su recidiva. Asi,
dependiendo del estado general, se puede optar por actuaciones sencillas, poco
agresivas y que no requieren hospitalizacion, como las toracocentesis
evacuadoras repetidas, que alivian la disnea y estan indicadas principalmente en
pacientes con mal estado general y muy limitada supervivencia. Tienen el

inconveniente de que las punciones multiples puede producir una contaminacién
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bacteriana del derrame, provocando un empiema pleural con mayor

agravamiento del estado general.

La colocacion de un drenaje toracico es una actuacion poco agresiva y
permite la evacuacion completa del derrame y la posibilidad de realizar un
intento de pleurodesis quimica, incluso en pacientes con un estado general
deficiente. En pacientes con buen estado general que presentan tumores
primitivos con previsible respuesta al tratamiento oncoldgico y posibilidad de una
supervivencia mas prolongada, como los canceres de mama, los linfomas y
algunos tumores broncopulmonares, se deben utilizar terapéuticas mas
agresivas dirigidas a intentar tratar la lesion tumoral pleural y evitar la recidiva

del derrame.

La pleurodesis actua directamente sobre la lesion pleural y tiene como
objetivo provocar la sinfisis de las hojas pleurales parietal y visceral, colapsar la
cavidad pleural y evitar la recidiva del derrame. Se puede realizar mediante la
instilacion en la cavidad pleural de algun agente irritante. Las caracteristicas que
deben presentar estos productos son: alta efectividad sinfisiante, ausencia de

efectos adversos, bajo coste y facil disponibilidad.

Se han utilizado diversos productos: antibiéticos como la tetraciclina y la
doxiciclina; citostaticos como la bleomicina, el cisplatino, la doxorubicina, el
etopdsido, la mitomicina C y el 5-fluoruracilo; productos biolégicos como el

interferén beta (INF B) o la IL-2; adhesivos de fibrina; colageno; talco, etc.

Diversos estudios multicéntricos y aleatorizados han demostrado que tras
diversas comparaciones entre distintos productos, el mayor efecto sinfisiante se
logra mediante la utilizacion de talco [77], bien en solucidon acuosa o como polvo
seco [78]. El mecanismo por el que se produce la pleurodesis esta en relacion
con las caracteristicas irritantes del talco y la inflamaciéon que provoca en la

serosa pleural. La aplicacion de talco tras la videotoracoscopia y su difusion por
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toda la cavidad pleural, controlada mediante vision directa, permite lograr una
pleurodesis efectiva en mas del 90% de las ocasiones. Las complicaciones
debidas a esta técnica son escasas, principalmente fiebre y dolor, aunque en
algunas ocasiones se ha descrito la aparicion de distrés respiratorio y edema

pulmonar.

Las actuaciones quirdrgicas quedan limitadas generalmente al
tratamiento de los derrames pleurales recidivantes en pacientes con una
perspectiva de vida algo mas elevada. En estos casos se puede implantar una
valvula unidireccional pleuroperitoneal que derive el liquido pleural hacia la
cavidad peritoneal donde puede ser mas facilmente reabsorbido [48].
Generalmente se colocan bajo anestesia general, aunque también pueden
colocarse con anestesia local si el estado general del paciente no permite ser

anestesiado.

En los pacientes con derrames pleurales recidivantes y una expectativa
de vida prolongada se ha propuesto el tratamiento quirdrgico del proceso,
realizando una pleurectomia o reseccion pleural, bien por toracotomia o
mediante videocirugia, que trataria el proceso tumoral y evitaria la aparicion de

nuevos derrames.

La radioterapia local sobre el hemitérax afectado puede estar indicada en
el contexto del tratamiento del tumor primitivo, cuando resulta radiosensible
como ocurre en los linfomas. Actualmente esta desestimada la aplicacion de
sustancias radioactivas intrapleurales, principalmente el Au coloidal, debido a su
baja efectividad, elevada tasa de complicaciones y riesgo de irradiacion

ambiental.
El tratamiento oncoldgico sistémico mediante quimoterapia no esta

inicialmente indicado en los derrames pleurales malignos y solo debe aplicarse

cuando el tumor primitivo es sensible y responde a ese tipo de terapia, como
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ocurre en los canceres de mama, los carcinomas pulmonares de célula pequeia
y los linfomas. No obstante, ultimamente se ha comenzado a tratar estos
derrames mediante la aplicacién intrapleural de citostaticos, principalmente

adriamicina y cisplatino.
La quimioterapia hipertérmica intrapleural es el siguiente paso en el

tratamiento de estos procesos y el que ha abierto nuevas perspectivas sobre la

mejoria de su evolucion y el incremento de la supervivencia [2,79,80].
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4.- Mecanismos de la muerte celular y su

modulacion por agentes terapéuticos

4.1.- Necrosis y apoptosis
4.1.1.- Introduccioén

La muerte celular es un proceso que ocurre en el desarrollo de todos los
seres vivos multicelulares. La importancia y enorme trascendencia que el
conocimiento de los fendmenos relacionados con la muerte celular tiene en la
actualidad justifica que en el afio 2002 el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia
fuera concedido a los britanicos Sydney Brenner y John E. Sulston y al
estadounidense Robert Horvitz, “por sus descubrimientos concernientes a la

regulacion genética del desarrollo de 6rganos y la muerte celular programada”.
Clasicamente se han descrito dos mecanismos con diferentes

caracteristicas morfolégicas y bioquimicas, que se consideran los principales

responsables de la muerte celular: la necrosis y la apoptosis [81].
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4.2.- Necrosis

4.2.1.- Concepto

La necrosis (término procedente del griego que significa “mortificacion”),
también denominada oncosis, es la muerte celular que aparece como respuesta
a un proceso lesivo o patoldgico que produce en la célula graves alteraciones de
los mecanismos de adaptacion y resistencia, con afectacion definitiva de la

funcién normal celular que desemboca en una lesion imposible de reparar.

Las causas que pueden provocar la necrosis celular son multiples:
hipertermia, hipoxia, isquemia, alteraciones del pH, agentes citotoxicos, etc. Es
un proceso pasivo, catabdlico y degenerativo que no depende de ningun
mecanismo fisioldgico, que aparece sin participacion de la célula y que afecta
habitualmente a un amplio grupo celular provocando alteraciones inflamatorias

tisulares con graves efectos secundarios como fibrosis y cicatrizacion.

4.2.2. Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas

En la necrosis se produce una alteracion de la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica que permite la entrada anormal de iones,
principalmente Ca?*, al interior de la célula con acompafiamiento pasivo de agua,
lo que provoca edema celular con aumento progresivo de su tamafo y
modificacion de las estructuras citoplasmicas: reticulo endoplasmico,

mitocondrias, etc., que se hinchan y estallan.
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En la cromatina nuclear aparecen areas de condensacioén desigual y el
nucleo sufre una lenta disolucion con degradacion irregular del ADN. La
membrana citoplasmatica, distendida por el aumento de volumen celular, pierde
su integridad, se rompe y permite que se liberen al exterior restos celulares,
incluyendo enzimas proteoliticas, que provocan una reaccion inflamatoria en el
tejido adyacente con importante atraccion y acumulo de polimorfonucleares
(PMN).

Las caracteristicas mas significativas de la necrosis y las que permiten su
identificacion son la destruccién celular con dispersion irregular de sus restos, y
la disgregacion desordenada y anarquica del ADN, que en electroforesis en gel

de agarosa se manifiesta como una imagen de banda continua (Tabla 1V).

4.3.- Apoptosis

4.3.1.- Concepto

El término apoptosis (derivado del griego y que significa “caida de la hoja
de los arboles en otofio o de los pétalos de la flor al marchitarse”), fue propuesto
en 1972 por Kerr et al. [82] para describir las caracteristicas de un modo comun
de muerte celular programada que habian observado repetidamente y sin
explicacion aparente, en cultivos celulares. A diferencia de la necrosis afecta a

células aisladas o grupos celulares reducidos.
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Actualmente se considera que la apoptosis es un proceso fisioldgico,
controlado genéticamente, en el que una célula disefia y ejecuta el programa de
su propia muerte de forma natural, como ocurre en algunas modificaciones
fisioldgicas (desaparicion de las membranas interfalangicas en los humanos), o
como respuesta a una serie de estimulos o sefales que pueden originarse en la

propia célula o en las células adyacentes.

Es esencial tanto durante el desarrollo embrionario como en la vida adulta
y permite a los organismos pluricelulares mantener la homeostasis o equilibrio
celular de los 6rganos y tejidos mediante la eliminacion controlada de las células

innecesarias, envejecidas o dafiadas.

Los mecanismos que pueden influir en su activacion son diversos, unos
externos debidos a los efectos de radiaciones ionizantes y agentes quimicos, y
otros internos, relacionados con el funcionamiento de la propia célula, como
ausencia de factores de crecimiento, alteraciones bioquimicas, etc. La apoptosis
es un proceso dinamico que requiere aporte de energia en forma de ATP y
cuenta con la participacion activa de la propia célula que es incluso capaz de

sintetizar los efectores de su muerte.

En los tejidos adultos sanos, el correcto equilibrio entre la mitosis y la
apoptosis permite la estabilidad tisular que se distorsiona cuando existen
alteraciones en el funcionamiento de los genes responsables de su regulacion.
Un incremento de la apoptosis es la causa de diversos procesos patoldgicos:
sindrome de inmunodeficiencia adquirida, enfermedades neurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, retinitis pigmentosa, etc.),
sindromes mielodisplasicos, dafio isquémico, etc. Por contra, la inhibicion de la
apoptosis es el principal mecanismo responsable de la aparicion de procesos

neoplasicos y de enfermedades autoinmunes.
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4.3.2.- Caracteristicas morfologicas y bioquimicas

La apoptosis se inicia por deshidratacion y pérdida del agua intracelular
con la aparicion de una serie de alteraciones morfolégicas especificas que se
caracterizan por colapso celular, encogimiento e invaginacion del citoplasma,
reduccién de su volumen y modificacion de su forma, pasando a ser redondeada
u oval, por lo que la célula se despega y separa de las células adyacentes,

“aislandose” de su entorno (Tabla V).

En la membrana citoplasmica aparecen modificaciones precoces con
pérdida de su simetria, principalmente en la disposicion de los fosfolipidos, con
alteraciones que provocan que los residuos de fosfatidilserina, que
habitualmente se encuentran en la cara interna membranosa, se sitlen también
en la cara externa y faciliten que estas células apoptoticas sean detectadas por

los macréfagos.

Coincidiendo con estos cambios de la membrana, se produce un
aumento de la concentracion de Ca®* en el citoplasma, condensacion del mismo,
engrosamiento del reticulo endoplasmico y alteracion de los organulos
citoplasmaticos que modifican su estructura, excepto las mitocondrias que la

mantienen intacta practicamente hasta el final.

El nucleo disminuye su tamafo, la cromatina se condensa en forma de
semiluna en la periferia nuclear, se destruyen los nucleolos y el ADN se disgrega
de forma regular debido a la actuacion de las endonucleasas dependientes de
Ca?' y Mg?*. La membrana nuclear sufre degradacién proteolitica y se desintegra

con fragmentacion del nucleo y dispersién de sus restos por el citoplasma.
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Se producen alteraciones en la mitocondria con pérdida de su potencial
de membrana y salida de componentes intramembranosos al citoplasma. El
proceso culmina con la fragmentacién del citoplasma en corpusculos
denominados cuerpos apoptéticos, que contienen restos nucleares vy
citoplasmicos rodeados completamente de membrana plasmatica con residuos

de fosfatidilserina en su cara externa.

La célula disgregada en forma de cuerpos apoptéticos es eliminada
discretamente mediante fagocitosis por los macréfagos y por las células
adyacentes sin producir reaccién inflamatoria ni alteracion tisular. La duracion de
la apoptosis es variable, de 30 a 60 minutos en cultivos celulares, aunque en

algunas células como los hepatocitos puede durar hasta 3 horas.

Una caracteristica especifica y precoz de la apoptosis es la presencia de
residuos de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana citoplasmica. La
otra caracteristica significativa y determinante de la destruccion celular por
apoptosis es que se realiza una fragmentacion regular del ADN mediante la
actuacion de las endonucleasas que seccionan las cadenas a nivel de los
nucleosomas formando multiples fragmentos de longitud similar (de
aproximadamente 180 a 200 pares de bases), que son detectados en
electroforesis en gel de agarosa mediante la aparicion de bandas regulares de

precipitaciéon o “patrén en escalera” [83] (Tabla VI).

4.3.3.- Mecanismos desencadenantes de la apoptosis

La apoptosis es un proceso complejo, regulado genéticamente, en el que
la célula, tras recibir una serie de estimulos o sefiales, propios o externos, inicia
el mecanismo de su destruccidon controlada. Los estimulos desencadenantes son

diversos: pérdida de cohesion con las células adyacentes, presencia de ciertas
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citocinas, alteraciones en el ADN, pérdida de factores de crecimiento, presencia

de radicales libres, aumento de concentracion de Ca?*, etc.

La correcta realizacion de este proceso de muerte controlada requiere la
activacion y ejecucion coordinada de varios mecanismos en los que intervienen
una serie de moléculas, unas efectoras que actuan iniciando el proceso, y otras

reguladoras que controlan su evolucién.

4.3.4.- Fases de la apoptosis

En la apoptosis se diferencian cuatro fases:

Fase inicial o de producciéon del estimulo. Determinados factores
medioambientales o alteraciones celulares producen unas sefales o estimulos
que alertan a la ceélula sobre su especial situacion y la necesidad de su

regularizacion, reparacion o destruccion.

Fase efectora o de captacion de la senal. La célula capta el estimulo
recibido y lo transmite a los mecanismos celulares encargados de la activacion

de la apoptosis.

Fase de ejecucién o degradativa. En esta fase se activan los
mecanismos efectores y reguladores (inductores o represores) de la apoptosis.
Se realiza un balance de la situacion celular y, dependiendo de su estado, la
célula puede reparar sus lesiones y mantener su integridad y viabilidad o, si las
alteraciones no son recuperables o la célula ha cumplido su mision, activar los
mecanismos de la apoptosis que desencadenan una serie de alteraciones
morfoldgicas y bioquimicas celulares que provocan su muerte controlada. En
este caso, se completa la destruccion celular mediante la condensacién de la

cromatina y la degradacion regular del ADN.
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Fase de eliminacion. Los cambios celulares, controlados
fisioldgicamente, permiten la creacion de los cuerpos apoptoticos que estan
totalmente rodeados de membrana citoplasmatica con residuos de
fosfatidilserina en el exterior que son detectados y fagocitados por los
macroéfagos y por las células adyacentes sin producir alteracion inflamatoria

local.

4.3.5.- Vias de activacion de la apoptosis

Existen dos vias principales de induccion de la apoptosis, una
extrinseca en la que las senales de destruccién celular proceden del exterior de
la célula y son captadas por diversos receptores de muerte de la membrana
celular, y otra intrinseca en la que es la propia célula la que inicia su proceso de
destruccion ante la aparicion de estimulos internos como falta de factores de

crecimiento o alteracion de los mecanismos reguladores de su desarrollo.

4.3.5.1.- Via extrinseca o de los receptores de muerte

En la membrana celular existen una serie de receptores especializados
de muerte formados por complejos proteicos, que pertenecen a la familia de
genes del receptor TNF (Tumor Necrosis Factor), cuyos miembros se

caracterizan por presentar un dominio extracelular rico en cisteina y un dominio
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intracelular, denominado dominio de muerte DD (Death Domain) [84], que sirve
para unir el receptor de muerte de membrana con el resto de la maquinaria
apoptética. Cuando un estimulo o ligando se une a estos receptores puede

desencadenar el mecanismo de la apoptosis de la célula.

El receptor de muerte mas estudiado y mejor conocido es el CD95 o Fas
que se activa al unirse a su ligando (FasL) y permite la transduccién de la senal
apoptética. Cuando el receptor de membrana se activa, se produce una serie de
alteraciones en el dominio de muerte intracelular DD con la captacion de una
proteina FADD (Fas-Associated Death Domain), formando el complejo de
sefalizacién inductor de muerte DISC (Death-Inducing Signalling Complex) que
pone en marcha la apoptosis mediante la activacion de unas sustancias

iniciadoras especificas, denominadas caspasas [85].

Esta via se inhibe cuando al complejo DISC se une el factor proteico FLIP
(FLICE-Inhibitory Proteins) que actua como un potente inhibidor de la apoptosis.
De igual manera ocurre con el receptor de membrana TNF. Una vez activado, si
su porcién intracelular contacta con complejos intermedios como Tradd (TNF
Receptor Associated Death Domain) y Raidd (Receptor Associated Interleukine
Death Domain) se activan caspasas inductoras de la apoptosis, pero si se une a
un complejo Traf (TNF receptor associated factor), se inhibe la apoptosis y se

activa un grupo diferente de proteinas que estimulan la proliferacién celular.

4.3.5.2.- Via intrinseca o mitocondrial
La via intrinseca o mitocondrial se inicia a partir de sefales intracelulares

relacionadas principalmente con la afectacion de la célula debida a deprivacién

de factores de crecimiento, accién de agentes citotoxicos, etc. La regulacién de
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esta via se realiza por una familia de proteinas denominadas Bcl-2 que

controlan la apoptosis actuando sobre la mitocondria.

En esta familia de proteinas se diferencian tres grupos, dos de proteinas
proapoptoticas y otro de proteinas antiapoptéticas. La activacién de las proteinas
proapoptoéticas produce una alteracion en la membrana de la mitocondria
permitiendo la salida al citoplasma de una serie de proteinas, entre ellas el
citocromo ¢ (componente de la cadena transportadora de electrones necesaria
para la respiracion mitocondrial), que se une a proteinas del citoplasma y forma
un complejo proteico denominado apoptosoma que activa las caspasas e inicia
la apoptosis. Por el contrario, la actuacion de las proteinas antiapoptéticas,
estabiliza la membrana mitocondrial, impide la salida del citocromo c y frena la

actuacién de las caspasas.

Ambas vias estan interrelacionadas y convergen en la activacién de una
serie de proteinas, las caspasas, que junto con la familia de proteinas Bcl-2 son
las responsables directas de iniciar o frenar la apoptosis. Los mecanismos
especificos de su actuacion requieren un estudio mas preciso de estas

sustancias.

4.3.6.- Caspasas

Los cambios morfolégicos que aparecen en las células apoptéticas se
deben principalmente a una serie de sustancias que se denominan caspasas y
corresponden a un grupo de cistein-proteasas que se caracterizan por hidrolizar
las proteinas después del aminoacido aspartato [86]. Las caspasas responden al
estimulo apoptético activando una cascada proteolitica intracelular que actua

sobre diferentes sustratos celulares y provoca la destruccion de la célula.
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En la actualidad hay descritas 14 caspasas que pueden dividirse en dos
familias; una que interviene en los fenémenos inflamatorios en respuesta a
citocinas (caspasas 1, 4, 5 y 14), y otra, que participa en los fendmenos de la
apoptosis [87] y esta formada por al menos 8 caspasas que comparten
similitudes en su estructura, en la secuencia de aminoacidos y en la

especificidad de los sustratos.

Se sintetizan como proenzimas inactivas denominadas procaspasas que
tienen que activarse por proteolisis para poder realizar su funcién catalitica y
proteolizar a su vez sus sustratos, siempre tras un residuo de acido aspartico
[88]. Las caspasas inactivas pueden activarse a través de las caspasas activas

realizando una actuacion escalonada o en cascada.

Las que intervienen en la apoptosis pueden dividirse en dos grupos: las
iniciadoras (caspasas 8, 9, 10 y 12, y probablemente 2), que se activan en
respuesta a sefales de dafio celular o estimulos apoptéticos, y las efectoras o
ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7) que son activadas por las iniciadoras y actian
sobre los sustratos celulares produciendo su proteolisis y provocando la
desestructuracién de la célula y los cambios morfoldgicos tipicos de la apoptosis
[89].

La principal caspasa efectora es la 3 que es responsable de la
degradacion de la cromatina, la fragmentacién del ADN y la formacion de los
cuerpos apoptoticos. Esta caspasa ha sido identificada en muchos procesos

neoplasicos: carcinoma broncopulmonar, neuroblastoma, linfoma, etc.

Las caspasas son también responsables de que la fosfatidilserina, que se
encuentra en la cara interna de la membrana citoplasmatica de las células
sanas, se situe en la cara externa de la membrana, como ocurre en las células
apoptoéticas y permite que estas ceélulas atraigan a los macrofagos y sean

fagocitadas discretamente por ellos.
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Las caspasas intervienen en ambas vias del mecanismo de la apoptosis.
En la via extrinseca, los receptores de membrana poseen un dominio
intracitoplasmatico, el dominio de muerte (DD), responsable de la activacion de
la apoptosis cuando un ligando o estimulo se une al receptor. Si el receptor de
membrana Fas se activa, se produce una reaccion en el dominio de muerte
intracelular que capta una serie de moléculas adaptadoras FADD (Fas
Associated protein with a Death Domain) que provoca la activacién de la
caspasa inductora 8, desencadenando una activacion en cascada de caspasas

que concluira en la activacion de la caspasa efectora 3.

Por su parte, en la via intrinseca, los estimulos apoptoticos alteran la
membrana mitocondrial y permiten la salida al citoplasma del citocromo c y otras
proteinas que se encuentran en el espacio intermembrana de la mitocondria. El
citocromo ¢ se une a un cofactor de proteinas, Apaf-1 (Apoptosis protease-
activating factor-1), presente en el citoplasma, mediante un proceso ATP
(adenosin trifosfato) dependiente y permite la captacion de procaspasa 9,
formando el complejo denominado apoptosoma que es el responsable de la
activacién de la caspasa 9 por un cambio conformacional y no proteolitico. La
caspasa 9 actua como activadora de la caspasa 3 que efectua la destruccion de

la célula.

4.3.7.- Familia de proteinas Bcl-2

El principal mecanismo regulador intracelular de la apoptosis esta

constituido por un grupo de proteinas similares al gen Bcl-2 que se sintetizan
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principalmente en la membrana de la mitocondria [90]. Tienen en comun que
conservan al menos uno de los cuatro dominios de similitud con el gen Bcl-2,
denominados BH1 a BH4 (Bcl-2 Homology). Esta familia de proteinas consta,
por el momento, de 21 miembros que se clasifican en tres grupos dependiendo

de sus caracteristicas estructurales y funcionales.

El grupo | esta formado principalmente por las proteinas Bcl-2, Bcl-XL,
Bcl-w y Mcl-1, que se caracterizan por conservar los cuatro dominios BH vy
realizar actividad antiapoptética. Concretamente, Bcl-2 protege a la célula de la
muerte inducida por TNF y Fas impidiendo la formacién y actuacién de radicales

libres de oxigeno [91].

El grupo Il esta constituido por las proteinas Bax y Bak que carecen del
dominio BH4 y presentan actividad proapoptética mediante la salida del
citocromo ¢ de la mitocondria, la formacion del apoptosoma y la activacion de las

caspasas [92].

El grupo lll es el mas amplio y se caracteriza porque todos sus miembros
presentan exclusivamente el dominio BH3. Son también proapoptoéticas y en este
grupo destacan: Bid, Bad, Bim y Bik [93], pero so6lo pueden realizar su labor
apoptotica si estan en presencia de Bax y Bak [94]. Muchas de estas proteinas
presentan un dominio c-terminal hidrofébico que les permite anclarse a las
membranas de la mitocondria y el nucleo y al reticulo endoplasmico pudiendo

lesionar dichas estructuras [95].

La labor fundamental de esta familia de proteinas es regular la liberacion
de factores proapoptoéticos, principalmente el citocromo c, para lo cual forman
heterodimeros entre las proteinas de los grupos pro y antiapoptéticos. El
predominio de unas u otras determinara si finalmente se produce la apoptosis.
La unién de una proteina antiapoptética como Bcl-2 o Bcl-XL con una proteina

proapoptética Bax forma un heterodimero. El predominio en esta unién de Bax

65



Mecanismos de la muerte celular

determinara la apoptosis celular, mientras que si existe predominio de la proteina

antiapoptética la célula no se destruira.

Algunas células tumorales se caracterizan por ser incapaces de iniciar la
apoptosis ante ciertos estimulos fisiolégicos o ante la presencia de agentes
quimioterapicos debido a que presentan una sobreexpresion del gen Bcl-2 que
tiene actividad antiapoptotica, promueve la supervivencia celular y permite la

transmision de mutaciones y la transformaciéon neoplasica de la célula.

4.3.8.- Interaccion entre las vias mediadoras de la apoptosis

Las vias intrinseca y extrinseca estan interconectadas a través de
algunas de las proteinas proapoptoticas del grupo que solo presenta el dominio
BH3, principalmente Bid. La activacion de los receptores de muerte de
membrana (via extrinseca) induce la formacion de DISC y la activacion de
caspasa 8 que, ademas de activar la cascada de las caspasas, es capaz
también de activar Bid e iniciar una activacion en cadena de Bax que induce en

la mitocondria la salida del citocromo ¢, activandose asi la via intrinseca.

Algunas células precisan para la apoptosis, la activacién de las dos vias
mediante este mecanismo anteriormente indicado en el que la activacion de las
caspasas depende de la translocacion de Bid activado a la mitocondria, la

oligomerizacion de Bax y Bak y la salida al citoplasma del citocromo ¢ [96].
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4.3.9.- Implicacion de la mitocondria en la apoptosis

La mitocondria es uno de los componentes celulares que se encuentra
mas intensamente implicado en la apoptosis desempefiando dos funciones
primordiales: aportar la energia, en forma de ATP, necesaria para producir el
proceso de muerte celular programada, y permitir la salida al citoplasma de
proteinas proapotéticas procedentes de su membrana, principalmente citocromo
¢, factor inductor de la apoptosis AlF (Apoptosis-Inducting Factor), Smac/Diablo
(Second Mitochondrial Activator of Caspases / Direct IAP-Binding Protein with
Low pl), procaspasas 2, 3y 9, y otras proteinas, que desencadenan la ejecucion
de la apoptosis activando la via dependiente de caspasas que van a provocar
una importante caida del potencial de membrana mitocondrial y un incremento
en la salida al citoplasma del citocromo c con reactivacion de la cascada de
caspasas que determinan la fase final de la apoptosis provocando la muerte
celular por degradacion definitiva del ADN nuclear mediante la activacion de la

nucleasa Cad (Caspase-Activated DNase).

La alteracion del normal funcionamiento del metabolismo mitocondrial va
a facilitar el incremento de la produccién de radicales libres de oxigeno que
alteran también el potencial de membrana de la mitocondria y facilitan ain mas

la salida de citocromo c al citoplasma.

67



Mecanismos de la muerte celular

4.3.10.- Inhibidores y reguladores de la apoptosis

4.3.10.1.- Proteinas inhibidoras de la apoptosis

En las células existen también otros mecanismos que actuan impidiendo
la muerte celular programada y estan constituidos por proteinas inhibidoras de la
apoptosis |APs (Inhibitors of Apoptosis Proteins) [97] que pueden actuar
bloqueando la activacion de caspasas de ambas vias. En los mamiferos se han
descrito al menos cinco proteinas con caracteristicas antiapoptéticas: XIAP (X-

linked Inhibitor of Apoptosis), c-IAP1, c-IAP2, IAP neuronal y survivina [98].

Las proteinas IAP bloquean multiples estimulos apoptéticos entre los que
destacan los receptores de TNF, proteinas proapoptoticas de la familia Bcl-2,
citocromo c, etc. Las proteinas XIAP, c-IAP1 y c-IAP2 inhiben las caspasas 3y 7
y la procaspasa 9. Las IAP frenan la apoptosis uniéndose, inhibiendo o
degradando las caspasas [99]. Como se ha indicado anteriormente, la via
extrinseca se inhibe selectivamente cuando al complejo DISC se une el factor
proteico FLIP (FLICE-Inhibitory Proteins) que actia como un potente inhibidor de

la apoptosis.

4.3.10.2.- Proteinas de choque térmico

Las proteinas de choque térmico HSP (Heat-Shock Proteins) son una
familia de proteinas que se activan en respuesta al estrés celular y tienen como
funcién proteger a la célula mientras intenta reparar el dafio celular, frenando o
impidiendo la apoptosis [100]. Algunas de estas proteinas inhiben la formacion
del apoptosoma por diferentes vias. Asi, HSP 70 actua por un doble mecanismo;

por una parte se une a Apaf-1, impidiendo la activaciéon de procaspasa 9 [101] y
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ademas puede unirse e inhibir a AIF. HSP 90 se une a Apaf-1 impidiendo su
oligomerizacién e inhibiendo la formacion del apoptosoma. HSP 27 se une y

secuestra el citocromo c y la procaspasa 3 [102].

4.3.10.3.- Gen p53

Existen también otros mecanismos celulares que actuan regulando
estrechamente la proliferacién, diferenciacion y supervivencia de las células y
que influyen de manera determinante en el mecanismo de la apoptosis. Asi, el
gen p53, denominado “guardian del genoma”, esta implicado en el control del

ciclo celular y la apoptosis.

En normalidad, se encuentra en las células en escasa cantidad e inactivo.
Cuando se produce lesion del ADN, debida a alteraciones fisicoquimicas,
modificaciones oncogénicas, etc., el p53 se activa por fosforilizacién e impide el
desarrollo descontrolado de la célula por dos mecanismos: deteniendo el ciclo
reproductivo celular para facilitar la reparacion del ADN y evitar la aparicion de
células andémalas, e induciendo la apoptosis si la célula se encuentra

irreversiblemente dafiada [83].

El p53 actua también disminuyendo la transcripcién de la proteina
antiapoptética Bcl-2 y aumentando la de la proapoptética Bax. La mutacion o
inactivacion del p53 esta relacionada con la aparicion de multiples procesos
neoplasicos. Ademas, la resistencia de ciertos tumores al tratamiento con

quimioterapicos se debe a una deficiencia de este gen.
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5.- Hipertermia en Oncologia

5.1.- Hipertermia

En condiciones normales, la temperatura humana es de 36 a 37 grados
centigrados (°C). Esta temperatura se mantiene constante mediante la
termorregulacion, actividad controlada por el sistema nervioso central y que

permite realizar todos los procesos vitales del organismo.

El término hipertermia procede del griego y significa elevacién de la
temperatura corporal. Este aumento de la temperatura puede utilizarse con fines
terapéuticos mediante la aplicaciéon de calor a una temperatura superior a los
niveles fisiolégicos sobre todo el organismo, o una parte limitada del mismo.
Dependiendo del foco térmico y del método de aplicacion, la energia caldrica se
propaga por varios mecanismos, conduccion, conveccion o radiacion. El calor
provoca en el organismo una elevacion de la temperatura con una serie de
alteraciones loco-regionales o generales acompanadas de diversos efectos,

desde terapéuticos hasta nocivos, segun el nivel térmico alcanzado.

El incremento de temperatura pone en marcha el mecanismo de la
termorregulacion con la aparicion de diversos cambios fisiolégicos. El mas
significativo es una reaccion vasomotora que se acompana de vasodilataciéon
con incremento del flujo vascular. Al calentarse, la sangre se alcaliniza,

disminuye su viscosidad y llega con mas facilidad a los tejidos.
Con temperaturas moderadas, en el rango de los 37 a los 40 °C, el

mayor aporte de sangre caliente permite que se produzca una mayor llegada de

nutrientes a las células con incremento de su metabolismo y mejor eliminacién
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de los productos de desecho. Con temperaturas mas elevadas, por encima de
los 40 °C, se producen alteraciones metabdlicas con modificaciones
citoestructurales que, si aumenta la temperatura, pueden inducir o provocar la
destruccidn celular. La aplicacién de calor en una zona determinada y con una
intensidad superior a la tolerancia celular tiene un efecto cauterizante y produce
la destruccién de la célula lo que ocurre cuando se alcanzan temperaturas

superiores a los 46 °C.

5.2.- Utilidad de la hipertermia en Oncologia

Aplicada a la oncologia, la hipertermia es el tratamiento de procesos
neoplasicos mediante la administracién de energia térmica de forma invasiva o
no invasiva, lo que produce calentamiento del tumor y de los tejidos adyacentes.
Se puede aplicar de forma local (mediante fuentes de energia internas o
externas), regional (por perfusion de 6rganos o miembros, o irrigacion de
cavidades) y general [103]. La hipertermia corporal total presenta limitaciones
fisiologicas y el empleo de temperaturas superiores a los 45 °C no es
clinicamente realizable pues por encima de los 42 °C las complicaciones
aumentan exponencialmente [104]. En clinica humana su aplicaciéon ha mostrado

ser de interés utilizada en el rango de los 40 a los 43 °C.

Todas las células son sensibles al calor y la aplicacién de una elevada
temperatura durante un cierto tiempo produce una serie de alteraciones que
pueden provocar su destruccién. El calor influye en la proliferacion celular,
principalmente en las fases M y S del ciclo mitético [104]. Numerosos estudios
han demostrado que el aumento de calor produce alteraciones celulares [105]

con incremento de la actividad metabdlica y desestabilizacion de las
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macromoléculas intracelulares (lipidos, carbohidratos, aminoacidos, etc.), que

pierden su actividad biologica.

Por otra parte, tanto en experiencias in vitro como en experimentacion
animal se ha comprobado que el calor inactiva las células tumorales que se
encuentran en condiciones de hipoxia [104]. A pesar de estos datos, los
mecanismos intimos de la destruccion celular inducida por la hipertermia, no han

sido aun claramente establecidos.

Debido a las alteraciones estructurales de las proteinas de membrana
producidas por la hipertermia, las primeras manifestaciones detectables son
aumento del volumen y del espesor de las membranas celulares. Ademas, el
calor también produce alteracion en la actividad mitocondrial e inhibicion de la
sintesis de proteinas, ADN y ARN [6]. A estos hechos y en fases mas avanzadas
se suma la contraccion del citoplasma con destruccion de los microtubulos que
conforman el citoesqueleto. Por ultimo, se produce la fragmentacién de la
membrana y la eliminacion al espacio intercelular de los restos celulares. En
resumen, parece que la hipertermia actia principalmente aumentando la
permeabilidad de las membranas [6], alterando la actividad mitocondrial y

destruyendo las uniones intermembranosas.

Los efectos de la hipertermia en la fisiologia celular estan directamente
relacionados con la dosis de calor (grados de temperatura por tiempo de
exposicién a la misma) [104] y la diferente sensibilidad que las células presentan
al aumento de temperatura, lo que se conoce como termosensibilidad. La dosis
de calor requerida para producir la muerte celular es diferente dependiendo del
tipo de célula y de los factores medioambientales. Por tanto, para plantear una
terapia hipertérmica es necesario determinar la termosensibilidad de cada tumor
y evaluar la proporcion de células que sobreviven a una temperatura
determinada [80].
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Se ha comprobado que las células mas sensibles a la accién del calor
son las neoplasicas, las que se encuentran en situaciones de hipoxia, las que
presentan un pH acido y las que se encuentran en fase de mitosis [103,104]. En
muchos tejidos tumorales el flujo vascular esta disminuido, lo que provoca
alteracion del metabolismo celular con hipoxia, acumulo de materiales de
desecho y acidosis [103]. Ademas, los tejidos menos vascularizados son mas
sensibles al calor, lo que hace que en esta situacion la aplicacion de terapias
oncoldgicas basadas en la hipertermia presente efectos beneficiosos sobre la

destrucciéon tumoral.

Corroborando estos hechos, ya en diversos estudios de los afios 1970 y
1980 se pudo comprobar que la aplicacion de calor con temperaturas superiores
a los 43 °C induce la muerte de las células tanto en cultivos celulares como en
experimentos con animales [106]. La cuantificacion de los efectos celulares
debidos a la hipertermia mediante la determinacién de la expresion de proteinas
de choque térmico y la induccién y la regulacion de la apoptosis celular han

demostrado ser de suma utilidad [79].

5.3.- Radioterapia y Quimioterapia hipertérmicas

Basados en el poder citotéxico del calor y en su efecto modulador de la
sensibilidad de las células neoplasicas a los agentes quimioterapicos, la
hipertermia se esta utilizando en oncologia desde los afos 1970, como un
agente sensibilizador de las células tumorales a los efectos de la RT y la QT
[104]. Diferentes estudios randomizados han demostrado su utilidad, aunque no
se han identificado ni se conocen claramente los mecanismos responsables de

estos efectos beneficiosos [107].
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Se ha comprobado que el calor induce alteraciones en el entorno del
tumor que provocan que las células neoplasicas se sensibilicen al efecto de la
radiacion y de ciertas drogas citotoxicas, principalmente cuando estas terapias

se aplican a temperaturas de 39 a 43 °C [106].

De forma experimental se ha comprobado que en cultivos de células
neoplasicas humanas los efectos del cisplatino son muy superiores cuando se
aplican a temperaturas de 41 a 43 °C [108]. Ademas, en estudios sobre ratones
a los que se habian trasplantado células neoplasicas humanas, se ha
demostrado que la hipertermia mejora los resultados de la QT, provocando
alteraciones de las membranas del citoplasma y del nucleo y modificacion en la
expresion de ciertos genes que intervienen en la apoptosis como el p53, Bcl-2 y
Bax [109]. La base farmacoldgica que justifica esta respuesta celular podria
concretarse segun Sugarbaker et al., en que el calor permite que el citostatico

penetre mas facilmente en el interior de las células [110].

Diversos estudios de los ultimos anos han propuesto la utilizacion de
quimioterapicos por via intracavitaria (intrapleural e intraperitoneal) [4],
principalmente adriamicina y cisplatino, para el tratamiento de determinados
procesos neoplasicos con predominante desarrollo loco-regional como el

mesotelioma pleural maligno y la carcinomatosis peritoneal.

La aplicacion adyuvante a este procedimiento de quimioterapia
intrapleural, utilizando principalmente cisplatino, en pacientes con mesotelioma
maligno pleural, demuestra una importante respuesta farmacocinética y
satisfactorios resultados en el control de la neoplasia, evitando los efectos
indeseables de la QT sistémica y logrando mejorar discretamente las tasas de

supervivencia [73].
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6.- Muerte celular inducida por agentes

terapéuticos: hipertermia y quimioterapia

Recientes estudios [111,112] han demostrado que la hipertermia, aislada
0 en combinacién con otros factores, principalmente la adicion de citostaticos, es
capaz de inducir la muerte celular por diversos mecanismos, aunque todos
convergen en la fragmentacion del ADN vy la destruccion de la célula, bien por

apoptosis o0 por necrosis.

Un aumento de la temperatura produce en la célula una serie de
alteraciones que se caracterizan por pérdida de la simetria de los lipidos de la
membrana y cambios en la disposicion de la fosfatidilserina que pasa a situarse
en la cara externa de la membrana citoplasmica. Temperatura de 40 °C en el
entorno celular provoca disminucion del potencial de membrana mitocondrial con
liberacion del citocromo c desde el interior de la mitocondria al citoplasma,
activacion de Bid e induccién de la apoptosis por la via Fas mediada por

caspasas [111].

El aumento de la temperatura a 42 °C produce la pérdida del potencial de
membrana de la mitocondria, activacion de las caspasas 3 y 8 y aumento
significativo en la externalizacion de Fas [112]. La temperatura elevada también
produce un incremento de la concentracion intracelular de Ca?* que se
acompafna de disminucion de los niveles de HSP 70 y fosforilizacion de otras

proteinas de choque térmico que actuan disminuyendo el potencial de
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membrana de la mitocondria y permiten la liberacion de factores

desencadenantes de la apoptosis [113].

Estudios experimentales han demostrado que la RT y la QT aplicadas a
células tumorales en condiciones de hipertermia provocan cambios en la
expresion de los genes reguladores de la apoptosis, principalmente p53, Bcl-2 y

Bax, que influyen significativamente en la muerte celular [109].
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7.- Técnicas para la deteccion de muerte

celular

La muerte celular es un proceso que cursa con alteraciones morfolégicas
y bioquimicas que presentan diferentes caracteristicas dependiendo del tipo de
muerte: necrosis 0 apoptosis y del momento evolutivo en el que se encuentre la
célula. Estas caracteristicas precoces o tardias de la muerte celular que se han
descrito anteriormente pueden detectarse por diferentes métodos y técnicas
(Tabla V).

7.1.- Microscopia

Es el mecanismo mas elemental para determinar los cambios
morfologicos celulares. La tincion de las células con hematoxilina eosina y su
observacién con microscopia optica permite detectar alteraciones precoces del
deterioro celular como cambios de la forma y el tamafio. En la necrosis se
aprecia edema celular con aumento de tamafo, mientras en la apoptosis
aparece condensacion del citoplasma con la formacién de vesiculas y

protuberancias y condensacion de la cromatina.
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En fases mas avanzadas se observa rotura de las membranas y
dispersion de las estructuras celulares en la necrosis, mientras en la apoptosis
se aprecia integridad de la membrana citoplasmatica, que la cromatina adopta
forma de semiluna densa y se sitia en la periferia del nucleo y la formaciéon de

prolongaciones celulares que dan lugar a los cuerpos apoptoticos.

Mediante la microscopia electronica se pueden detectar cambios
ultraestructurales como: alteraciones mitocondriales y del reticulo endoplasmico,
cambios en las microvellosidades, desestructuracion de los desmosomas, etc.
En la necrosis se aprecia floculacion de la cromatina nuclear y su dispersion en
acumulos indefinidos junto con rotura de las membranas nuclear vy
citoplasmatica. En la apoptosis la cromatina se aprecia en forma de corpusculos
uniformes de elevada densidad y se observa la integridad de la membrana

citoplasmatica en los cuerpos apoptoticos.

7.2.- Deteccidon de la degradacién del ADN por

electroforesis

Su demostracién es un signo determinante de la destruccion celular, bien
por necrosis o por apoptosis. Se puede comprobar por electroforesis en gel de
agarosa. En la necrosis se produce una fragmentacion irregular del ADN con la
formacion de multiples particulas sin un patron definido que se manifiesta por
una imagen en forma de mancha o de banda continuada. La apoptosis se
caracteriza por la fragmentacién ordenada del ADN debido a la actuacion de
endonucleasas que seccionan las cadenas de ADN en fragmentos regulares que
contienen de 180 a 200 pares de bases. Estas secciones de ADN pueden
detectarse mediante electroforesis mostrando el caracteristico “patréon en

escalera” [83]
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7.3.- Técnicas de inmunohistoquimica

Una de las mas utlizada es la técnica TUNEL (Terminal
deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP-biotin Nick End Labelling) [114]
que consiste en la sefalizacion del ADN mediante la incorporaciéon de
nucleétidos marcados con biotina en los grupos hidroxilos terminales que han
quedado expuestos tras la fragmentacién de las cadenas de ADN por las
endonucleasas. La deteccion de la destruccion nuclear se comprueba mediante
microscopia observandose que los nucleos degradados presentan una
coloracién rojiza. La utilizacion de diferentes tipos de tinciones permite
diferenciar las células que han sufrido necrosis de las que han presentado
apoptosis. También por técnicas de inmunohistoquimica es posible la deteccion
de las caspasas, principalmente la caspasa 3, lo que permite detectar células

que se encuentran en la fase de ejecucion de la apoptosis.

7.4.- Citometria de flujo

Permite cuantificar las células que presentan sus nucleos fragmentados
por la apoptosis y que han sido marcados por diversas técnicas [115]. El marcaje
de los hidroxilos terminales de los fragmentos de ADN puede ser también
realizado con fluoresceina. En estos casos, la deteccion de los nucleos

destruidos se realiza por microscopia fluorescente o por citofluorometria.
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7.5.- Evaluacion de la simetria de la membrana celular

La pérdida de la simetria de la membrana citoplasmatica es una de las
alteraciones que aparecen precozmente en la apoptosis. La fosfatidilserina que
se encuentra orientada hacia el interior de la célula en las membranas
citoplasmaticas normales, se manifiesta hacia el exterior en las células

apoptoticas, lo que permite que sea detectada con determinados productos.

7.5.1.- Anexina V

La anexina V es una proteina que no es capaz de difundir a través de la
membrana celular y que tiene una alta afinidad por la fosfatidilserina, por lo que
las células marcadas con anexina V son células que presentan residuos de
fosfatidilserina en el exterior de la membrana y que se encuentran en la fase de
inicio de la apoptosis [116]. La utilizacion de anexina V unida a fluoresceina
(Anexina V-FITC) permite detectar la presencia de fosfatidilserina por
fluorescencia [117] en el exterior de la célula y determinar la presencia de

apoptosis mediante citometria de flujo.
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7.5.2.- loduro de propidio

La tincion con ioduro de propidio (IP) permite detectar la integridad de la
membrana celular ya que a bajas concentraciones es capaz de penetrar en las
células necréticas por lo que es un marcador de la fase final de la apoptosis y de

la necrosis celular.

La mezcla de las técnicas de tincion con anexina V y ioduro de propidio
permite determinar la necrosis celular o la fase de la apoptosis en la que se

encuentra la célula.

Los métodos mas fiables para la deteccién de necrosis y apoptosis son la
determinacion de las alteraciones morfolégicas comprobadas por microscopia
Optica y electrénica, la técnica TUNEL y la deteccidn de cambios en la simetria y
en la permeabilidad de la membrana celular mediante las tinciones con anexina

V y ioduro de propidio.
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8.- Mecanismos de senalizacion biomolecular

del dano celular

8.1.- Citocinas

Todos los mecanismos relacionados con la muerte celular estan
controlados por una serie de sustancias que influyen de forma significativa en su
activacion, regulacion y ejecucion. Han recibido diversos nombres, aunque
actualmente se denominan globalmente con el término citocinas, que agrupa una
gran variedad de mediadores celulares: interleucinas, quimiocinas, interferones,
factores estimuladores de colonias, factores de crecimiento, factores de necrosis
tumoral, etc., sustancias que tienen capacidad para controlar la actividad de las

células en condiciones fisiolégicas y patologicas.

8.1.1.- Definicion y caracteristicas

Las citocinas son sustancias mediadoras polipeptidicas de bajo peso
molecular (15 a 30 KDa) constituidas por 120 a 180 aminoacidos, sintetizadas y
liberadas por multiples tipos de células, principalmente las del sistema inmune,
como respuesta a diferentes estimulos. Su secrecién esta intensamente
regulada y su produccion es muy limitada, siendo necesaria la activacién celular
para que se produzcan en cantidades suficientes para realizar sus acciones

biolégicas.
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La mayoria son secretadas al espacio extracelular, aunque otras pueden
permanecer en el interior de la célula o mantenerse adheridas al exterior de la
membrana. Tienen una vida corta y actian de forma breve e intensa, mientras
dura el estimulo desencadenante de su produccién, sobre los diferentes
receptores de membrana que poseen tanto las células que las producen, como

otras células del organismo.

8.1.2.- Clasificacion

Dependiendo de la célula que las sintetiza, han recibido diversos
nombres; asi, se han denominado monocinas a las procedentes de los
monocitos y los macrofagos, linfocinas a las producidas por los linfocitos,
interleucinas a las sintetizadas por los leucocitos polimorfonucleares, etc.
También son producidas por células no pertenecientes al sistema inmune como

fibroblastos, células endoteliales, etc.

Desde un aspecto funcional y de acuerdo a sus caracteristicas y tipo de
respuesta a los diferentes estimulos, las citocinas pueden dividirse en cuatro

grandes grupos, segun participen en los mecanismos relacionados con:

1) Inflamacién: interleucinas 1, 6, 8, 12y 16 (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-16
y factor de necrosis tumoral a (TNF-a).

2) Inmunidad celular: interleucina 2 (IL-2) e interferon y (INFy).

3) Inmunidad humoral: interleucinas 4, 5, 6, 10 y 13 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-13).

4) Homeostasis: interleucina 3 (IL-3) y los factores estimulantes de
granulocitos (G-CSF), de monocitos (M-CSF) y de granulocitos y monocitos (GM-
CSF) (Tabla VIII).
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8.1.3.- Funciones biolégicas y propiedades

Su funcién principal es participar como mediadores intercelulares para
inducir y regular diversas funciones de las células y multiples respuestas
bioldgicas: inmunidad, hematopoyesis, inflamacion, apoptosis, etc. Las citocinas
controlan el sistema inmune, regulando (activando o inhibiendo) la proliferacién y
diferenciacion de diferentes tipos de células y la secrecion de anticuerpos y otras
citocinas. Entre sus efectos destaca la modulacion de la respuesta inmune y de
la inflamacidn, el crecimiento y la diferenciacion de las células hematopoyéticas,

la regeneracion tisular y la angiogénesis.

Para realizar su funcion, las citocinas se unen a receptores especificos de
las membranas de las células, activando la transmisiéon de una serie de senales
que van a provocar alteraciones en el patron de comportamiento celular,

ocasionando una determinada respuesta bioldgica.

Su actividad puede realizarse a diferentes niveles y su accién puede ser:

1) Autocrina, cuando actuan sobre receptores de la propia célula que las
sintetiza.

2) Paracrina, cuando actuan en el entorno celular préximo al lugar de
secrecion.

3) Endocrina cuando son vehiculadas por la sangre o el plasma y

realizan su accién sobre érganos o tejidos distantes. (Tabla 1X)

Entre sus propiedades destacan [11]:

1) Pleitropia: una misma citocina posee la capacidad de realizar
multiples efectos bioldgicos al actuar sobre diferentes células.

2) Redundancia: varias citocinas pueden ejercer un mismo efecto sobre

diferentes células.
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3) Sinergismo: dos o mas citocinas producen un efecto que se potencia
al actuar conjuntamente.
4) Antagonismo: varias citocinas pueden inhibirse o bloquearse

mutuamente. (Tabla X)

8.1.4.- Receptores de citocinas

Los receptores de membrana de las células sobre los que actuan las
citocinas son complejos proteicos glicosilados que presentan una porcion
extracitoplasmatica sobre la que se fija la citocina, una parte transmembranosa y
otra porcién intracitoplasmatica que permite transmitir el estimulo al interior de la
célula y activar su reaccion. Los receptores de membrana son de alta afinidad y
niveles muy bajos de citocinas son capaces de lograr una unién efectiva con el
receptor que permite la transmision de la sefal a la célula y la activacion del

efecto bioldgico.

La mayoria de estos receptores son complejos proteicos que presentan
una cadena especifica que se une a la citocina y una cadena comun que
transmite la sefial al interior de la célula y que es compartida por otros
receptores de membrana. Estos receptores son diversos, pero segun su

estructura se pueden clasificar en varios grupos (Tabla Xl):
1) Receptores de inmunoglobulinas (lg). Poseen varios dominios
extracelulares similares a los de las inmunoglobulinas. A este grupo pertenecen

las interleucinas 1y 16 (IL-1, IL-16).

2) Receptores de factores de crecimiento hematopoyético. Se

incluyen en este grupo las interleucinas 2, 3, 5, 6, 7, 9, 13, 15 (IL-2, IL-3, IL-5, IL-
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6, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15) y los factores de crecimiento de colonias de

granulocitos (G-CSF) y de granulocitos y monocitos (GM-CSF).

3) Receptores de interferones alfa, beta y gamma (INF-a, INF-3, INF-

y), que presentan dos residuos de cisteina en su porcion extracelular.

4) Receptores de los factores de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-q,
TNF-B), que se caracterizan por la presencia en el dominio extracelular de varias

secuencias, de aproximadamente 40 aminoacidos, ricas en cisteina.

5) Receptores de quimiocinas, entre los que destacan: interleucina 8
(IL-8), RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expresed, and
Secreted), y factor activador de plaquetas (PAF).

6) Receptores de los factores de crecimiento transformador alfa y
beta (TGF-a, TGF-B).

Cada citocina tiene capacidad para unirse a diferentes receptores, al igual
que cada receptor puede permitir su union a diversas citocinas lo que explica sus

caracteristicas de pleitropia, redundancia, sinergismo y antagonismo.

8.1.5.- Receptores solubles de citocinas

Los receptores de citocinas se encuentran unidos a la membrana celular.
No obstante, existen también muchos receptores de citocinas que son
sintetizados como proteinas solubles independientes y que pueden actuar en

lugares alejados de su zona de secrecion. Estos receptores solubles actuan
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regulando a distancia las diversas funciones de las citocinas. Se producen
habitualmente por rotura proteolitica del propio receptor situado en la membrana

celular y son eliminados al espacio intercelular.

Pueden realizar diferentes funciones bioldgicas, aunque generalmente
actuan como antagonistas de su receptor equivalente de membrana, impidiendo
que la citocina se una al receptor celular y transmita la sefal al interior de la
célula. La produccion elevada de receptores solubles generados a partir de los
receptores de membrana por fendmenos de proteolisis provoca una disminucion
de los receptores funcionantes y una inhibicién de la transmision de la sefal a la

célula.

La actividad biolégica de las citocinas estd regulada por una serie de
sustancias entre las que destacan los bloqueadores de los receptores y los
inhibidores de las citocinas. Los primeros son sustancias proteicas que se fijan y
bloquean el receptor e impiden que la citocina actie sobre la célula regulando la
intensidad de la respuesta inflamatoria. Los inhibidores de las citocinas son
versiones solubles de los respectivos receptores que liberan un fragmento de su
parte extracitoplasmatica, se une a la citocina, la bloquea e impide su actuacién

sobre la célula.

8.1.6.- Quimiocinas

Las quimiocinas son un grupo numeroso de sustancias constituidas por
polipéptidos de bajo peso molecular (8 a 14 KDa) con funcién quimiotactica, que
actian como promotoras e iniciadoras de la respuesta inflamatoria [118]. Estan

secretadas por diversas células en respuesta a ciertos estimulos enddgenos y
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exdgenos, e intervienen en la activacion de los diferentes tipos celulares
leucocitarios (neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos, etc.) y su migracién a

los focos inflamatorios.

Presentan las mismas propiedades de pleitropia, redundancia, sinergismo
y antagonismo que las citocinas y al igual que ellas también pueden actuar de
forma autocrina, paracrina y endocrina. Su accién se realiza interactuando con
los receptores especificos de membrana de las células sobre las que ejercen su
actividad. La relacion de las quimiocinas con sus receptores se caracteriza
porque la mayoria de los receptores interaccionan con multiples ligandos vy la

mayor parte de los ligandos interaccionan con mas de un receptor.

8.1.6.1.- Clasificacion

Las quimiocinas forman un grupo especifico de aproximadamente 40
proteinas que se caracterizan porque todos sus miembros estan asociados
genéticamente y la mayoria presentan cuatro residuos de cisteina unidos por

puentes disulfuro [119] esenciales para la actividad de la molécula.

Dependiendo del numero y la posicion de los residuos de cisteina en el
dominio aminoterminal se clasifican en cuatro grupos o subfamilias: a, B, y y 0,
también denominadas respectivamente: CXC (los dos residuos de cisteina estan
separados por un aminoacido simple), CC (cuando ambas cisteinas estan
unidas), C (so6lo poseen un residuo de cisteina) y CX3;C (los dos residuos de

cisteina estan separados por 3 aminoacidos) [17] (Tabla XlI).

1) Las quimiocinas a o CXC se dividen en dos grupos, las que poseen

3 aminoacidos ELR (acido glutamico-leucina-arginina) entre el N-terminal y la
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primera cisteina, y las que no poseen la secuencia ELR. Esta secuencia de
aminoacidos es necesaria para la actuacion de las quimiocinas que activan los
neutréfilos [120] y esencial para la union y activaciéon de sus receptores [121].
Todas ellas se sintetizan y actuan en un gran numero de células: monocitos,
macrofagos, neutrdfilos, linfocitos T y B, NK (Natural Killer), fibroblastos, células

endoteliales, queratinocitos, etc., como respuesta a multiples estimulos.

Presentan gran variedad de efectos bioldgicos: quimiotaxis de neutrofilos,
monocitos, linfocitos T, basofilos, etc., activacion y proliferaciéon celular,
regulacién de la angiogénesis y la hematopoyesis, sintesis de colageno,

liberacion de histamina, etc.

En el grupo de las quimiocinas que poseen la secuencia ELR destaca la
IL-8, también denominada proteina activadora de neutréfilos 1 (NAP-1),
involucrada en la adherencia del neutréfilo al endotelio vascular [122]. Es una de
las principales quimiocinas producidas por los neutrofilos y ejerce un efecto
autocrino. La IL-8 corresponde a la citocina KC del raton. También forman parte
de este grupo de quimiocinas con secuencia ELR: GRO aq, 3, y (Growth Related
Oncogen a, B, y) y ENA-78 (Epithelial-cell derived Neutrophil-Activating protein
78), que son angiogénicas y potentes quimioatrayentes y activadoras de los
neutrdéfilos. La B-Tromboglobulina pertenece también a este grupo, pero aunque

posee la secuencia ELR, no tiene actividad atrayente para los neutrofilos.

En el grupo de las quimiocinas sin secuencia ELR destacan: IP-10
(Interferon-inducible Protein 10) y SDF-1 a y B (Stromal cell-Derived Factor-1 a y

B), que activan linfocitos T y monocitos y son angiostaticas [119].

2) El grupo de quimiocinas 8 o CC es el mas numeroso. Se producen
en los monocitos, linfocitos T, macréfagos, mastocitos, células endoteliales, etc.

Son especialmente quimioatrayentes de monocitos y linfocitos T, aunque
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también actuan sobre eosindfilos, basdfilos, linfocitos B, timocitos, etc. [123].
Inducen la activaciéon del endotelio, regulan la degranulacién y liberacion de
enzimas de las células NK, modulan la apoptosis y controlan el crecimiento de
las células hematopoyeéticas [123]. En este grupo destacan la eotaxina 1 y 2 que
son quimiotacticas para los eosindfilos y tienen gran importancia en los procesos
alérgicos, RANTES que es quimiotactica para los linfocitos T, y MCP-1
(Monocyte Chemotactic Protein-1) que es quimioatrayente de monocitos.
También forman parte de este grupo MCP-2, MCP-3, MCP-4, MIP-1 a y B

(Macrophage Inflammatory Protein-1), etc.

3) Las quimiocinas y o C estan formadas por la linfotactina y SCM-1
(Single C Motif-1). Producidas por los linfocitos T, mastocitos y células NK.
Actuan principalmente sobre esas mismas células induciendo su activacion y

quimiotaxis [123].

4) El grupo de quimiocinas & o CX;C esta constituido por un solo
miembro denominado flactalquina o neurotactina que se expresa en las células
endoteliales e interviene en la adherencia al endotelio y la quimiotaxis de los

monocitos y los linfocitos T.

Algunas citocinas con actividad proinflamatoria (como IL-1, TNF-a e IFN-
y) son las mayores estimulantes para la produccion por parte de un gran nimero
y diversidad de células, de quimiocinas CXC y CC [119], que actuan facilitando
la activaciéon de las células endoteliales y la migracion a su través de los
leucocitos. En la inflamacion aguda se produce un infiltrado inicial de
polimorfonucleares y mas tarde de macréfagos y monocitos cuya activacion es
estimulada por IL-8 y MCP-1, las quimiocinas mas activas en su reclutamiento y

migracion al foco inflamatorio.
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8.1.6.2.- Receptores de quimiocinas

Se diferencian de los receptores habituales de citocinas porque estos
receptores presentan una estructura caracteristica, de forma serpenteante, con
una parte extracitoplasmatica corta con un extremo N-terminal, una parte
transmembrana con siete dominios y una parte intracelular con un extremo C-
terminal [119]. Todos poseen en su parte extracelular dos cisteinas encargadas

de formar un puente disulfuro que permite su union con el ligando [119].

La transmision de la sefal esta mediada por nucledtidos de guanina
(proteina G) que se encuentran localizados en la parte interna de la membrana
citoplasmatica asociados al extremo carboxiterminal intracitoplasmatico. La
porcion intracelular del receptor contiene residuos de serina y treonina que son
fosforilados tras el estimulo y participan en la activacion de enzimas y factores
de transduccion, los cuales facilitan la transmision de sefales en el interior de la
célula y la produccion de sustancias especificas dependiendo del tipo de
estimulo recibido. Hay una serie de receptores especificos que se unen a un
solo ligando, como ocurre con la IL-8, y otros compartidos que se pueden unir a

varias quimiocinas de los distintos grupos o familias.
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8.2.- Citocinas e inflamacion

La respuesta inflamatoria se produce ante la presencia de un estimulo
que modifica el entorno celular o la propia célula y que activa la secrecién de
diversos mediadores inflamatorios. Entre los estimulos desencadenantes
destacan factores fisico-quimicos como hipertermia, radiaciones ionizantes,

quimioterapicos, etc.

Una de las funciones mas importantes de las citocinas es que participan
de forma activa en la respuesta inflamatoria manteniendo un control y equilibrio
de la misma, mediados por su actuacion sobre diversos genes y factores de
transcripcion que activan o bloquean los receptores de membrana de las células

sobre las que actuan.

Estas citocinas poseen un efecto antagonico, unas presentan actividad
proinflamatoria y otras realizan una actividad supresora de la inflamacion y se

denominan antiinflamatorias o inmunosupresoras.

Entre las citocinas proinflamatorias destacan el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), las interleucinas 1 beta, 2, 6 y 8 (IL-1B3, IL-2, IL-6, IL-8) y el
interferon gamma (INF-y) [124,125], que tienen diversos efectos bioldgicos, entre
ellos la activacion de los macrofagos, y la produccion de sintesis de 6xido nitrico,
activacién del factor nuclear kappa beta (FNkP), expresion del factor tisular (FT),
modulacion del gen de expresion de trombomodulina, activacion de fibrinolisis,
expresion de moléculas de adhesiébn endotelial, activacion de
polimorfonucleares, sintesis de proteinas de fase aguda, asi como la maduracion

y diferenciacion de los linfocitos B y T y de los megacariocitos [126].
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Este proceso condiciona el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SIRS) [127] cuyo objetivo es aumentar la permeabilidad vascular y facilitar la
llegada de polimorfonucleares y otras células inflamatorias al foco de lesion para

que realicen su funcioén defensora.

Ademas de los efectos locales, las citocinas pueden actuar de forma
endocrina con efectos sistémicos que estimulan las defensas del organismo. La
secrecion de IL-6 (considerada como el “pir6geno endodgeno”), induce la
elevacion de la temperatura corporal y la aparicion de fiebre, y la activacién de la

sintesis de proteinas de fase aguda inflamatoria (proteina C reactiva (PCR)).

La respuesta proinflamatoria es contrarrestada por la liberacién de
citocinas antiinflamatorias o inmunosupresoras que inhiben el crecimiento celular
y suprimen la secrecion de otras citocinas. Entre ellas destacan las interleucinas
4, 10 y 12 (IL-4, IL-10, IL-12) [128,129] y los antagonistas de receptores de
citocinas, que inhiben la expresion de moléculas de adhesion, del factor tisular
(FT) y de los efectos vasculares mediados por el éxido nitrico, leucotrienos y
radicales libres de oxigeno, ademas de modular la funcién de los linfocitos T,
macrofagos y la sintesis de inmunoglobulinas y citocinas, lo que constituye el
sindrome de respuesta antiinflamatoria compensadora (SRAC) [130]. La IL-10 es
una proteina antiinflamatoria que suprime la activaciéon de los macréfagos y la
produccion de TNFa, INF-y, IL-1B, IL-6 e IL-8 [131]. El factor de crecimiento
transformador beta (TGF-B) tiene también wuna poderosa actividad

antiinflamatoria [129].
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8.3.- Citocinas relacionadas con la inflamacion

Hay una serie de citocinas que estan directamente relacionadas con los
fendmenos inflamatorios y cuya determinacion permite valorar la respuesta
celular a los diferentes estimulos. Entre ellas destacan (Tablas Xllla, Xlllb y
Xlllc):

1) RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expresed, and
Secreted). Quimiocina también denominada CCL5, es una proteina de 8 KDa
que forma parte de la familia de IL-8. Es quimioatrayente selectiva de los
linfocitos T y los monocitos, aunque también actia sobre los eosindfilos y los
basdfilos. Interviene de forma activa en el reclutamiento de los leucocitos en los
focos inflamatorios. Con la colaboracién de otras citocinas como IL-2 e INF-y,
RANTES induce la proliferacién y activacién de células NK y CHAK (CC-
Chemokine-Activated Killer) [132].

2) MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1). También llamado SCYA2
(Small inducible CYtokine A2), MCAF (Monocyte Chemotactic and Activating
Factor) y CCL2. Es un polipéptido de 13 KDa formado por 76 aminoacidos que
forma parte de la familia SIG (Small Inducible Gene) y desempefia un importante
papel en el reclutamiento de monocitos en los focos inflamatorios [133]. MCP-1
se ha encontrado en la orina de pacientes con artritis reumatoide donde actua
reclutando macréfagos y perpetuando la inflamacién de las articulaciones.
También se ha encontrado elevado en la orina de pacientes con lupus

eritematoso utilizandose su presencia como marcador determinante de la nefritis.
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3) MCP-5 (Murine macrophage/monocyte Chemotactic Protein-5).
También denominado CCL12 y SCYA12 (Small inducible CYtokine A12). Es un
péptido de 9,2 KDa que consta de 82 residuos de aminoacidos y forma parte de
la familia de quimiocinas f o CC. Es un potente quimioatrayente de los
monocitos humanos [134] y de los macrofagos peritoneales del ratén. Muestra
una débil respuesta sobre los eosindfilos y no es activo sobre los neutrdéfilos del

ratén. Participa en los fendmenos inflamatorios alérgicos.

4) TIMP-1 (Tissue Inhibitor of MetalloProteinases-1). También
denominada EPA (Erythroid Potentiating Activity). Es una peptidasa de 28 KDa
que pertenece a la familia de las metaloproteinasas e interviene en la
degradacién de la matriz extracelular. Incrementa la actividad catabdlica de la
dermis y es responsable de la degradacion del colageno y de las fibras elasticas
de la piel [135]. Posee actividad antiapoptética y es capaz de promover la
proliferacion de gran variedad de células como respuesta a la actuacion de

multiples citocinas y hormonas.

5) MIP-1 (Macrophage Inflammatory Proteins-1). En los humanos existen
dos formas principales [136] MIP-1a y MIP-1B, también Ilamadas
respectivamente CCL3 y CCL4. Son producidas por los macréfagos y activan los
neutréfilos, basodfilos y eosindfilos que participan en la inflamacion aguda.
También inducen la sintesis y liberacién de otras citocinas proinflamatorias como

IL-1, IL-6 y TNF-q, de los fibroblastos y de los macroéfagos.

6) MIP-2 (Macrophage Inflammatory Proteins-2). También llamada
CXCL2 y Gro-B (Growth-regulated protein B). Esta secretada en los focos
inflamatorios por los monocitos y los macréfagos y es quimiotactica para los

leucocitos polimorfonucleares y las células hematopoyéticas [137].
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7) G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) o factor de
estimulacion de colonias de granulocitos. Es una glicoproteina que interviene en
la produccién y regulacién de los neutrofilos participando en la activacion de sus
células precursoras y en la aceleracién de su maduracién. No actua sobre los
macrofagos ni sobre los eosindfilos. Esta producida por los fibroblastos, las
células endoteliales y los monocitos en respuesta a procesos infecciosos e
inflamatorios y actia sobre los precursores hematopoyéticos de los granulocitos
y sobre los granulocitos maduros. También realiza otras funciones como

estimulacién de la fagocitosis y de la citotoxicidad mediada por anticuerpos.

8) IL-6 (Interleucina 6). Es una citocina considerada clasicamente como
proinflamatoria que presenta una amplia variedad de funciones bioldgicas. Esta
producida principalmente por los linfocitos T y B, los macréfagos, los fibroblastos
y las células endoteliales en respuesta a estimulos que puedan provocar lesiéon
tisular e inflamacion. Actualmente se considera que tiene propiedades pro y
antiinflamatorias. Es uno de los mediadores mas importantes en la activacion de
la fiebre y en la produccion de proteinas de fase aguda, como PCR, pero inhibe
la sintesis de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, GM-CSF, INFy y
MIP-2.

9) IL-10 (Interleucina 10). También denominada CSIF (Cytokine
Synthesis Inhibitory Factor). Es una citocina antiinflamatoria producida
principalmente por los monocitos y los linfocitos T y B, regulando al mismo
tiempo su funcién e induciendo la sintesis de inmunoglobulinas G (Ilg G).
Presenta también actividad inmunorreguladora y se la considera la citocina
inmunosupresora por excelencia que actua inhibiendo la sintesis de otras
citocinas proinflamatorias como: IL-2, IL-8, IL-12, IFN-y, TNF-a, RANTES, MIP-1,
MIP-2 y GM-CSF. Tiene efectos antiproliferativos sobre diversos tipos de células
y es coparticipe en el crecimiento in vitro de mastocitos. En ratones se ha
comprobado que la IL-10 producida por los mastocitos contrarresta los efectos

inflamatorios de estas mismas ceélulas en los procesos alérgicos [138].
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10) IL-8 (Interleucina 8). También denominada CXCLS8, es una citocina
intimamente relacionada con los fenémenos inflamatorios actuando como una de
las mayores mediadoras de la respuesta a la inflamacién. Es sintetizada por
todos los leucocitos y por otras muchas células: fibroblastos, células epiteliales y
endoteliales, etc., como respuesta a gran cantidad de estimulos. Su funcién
principal es la quimioatraccion, activaciéon y degranulacion de los neutrofilos en el
foco inflamatorio, aunque también es capaz de atraer basofilos y eosindfilos y
estimular la fagocitosis por parte de los macréfagos. Posee también una

importante actividad angiogénica.

11) KC (Keratinocyte-derived Chemokine) es una quimiocina descrita en
el ratdbn que presenta la misma actividad que la IL-8 y actia como un potente

quimioatrayente de neutréfilos cuando existe un estimulo inflamatorio [139]

12) sTNF-R (soluble Tumor Necrosis Factor-Receptor). Los receptores
solubles del factor de necrosis tumoral son complejos proteicos que se producen
por degradacion proteolitica de la porcion extracelular de los receptores de
membrana para el TNF (mTNF-R) en respuesta a los mismos estimulos que
activan la secrecion de TNF. Los sTNF-R compiten con los mTNF-R para unirse
a TNF por lo que la presencia en el espacio extracelular de cantidades elevadas
de sTNF-R bloquea a esta citocina e inhibe su actividad proinflamatoria sobre la
célula [140]. La presencia de sTNF-R esta estimulada por la accion de IFN a, By

y Yy disminuida por la IL-1.
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8.4.- Métodos de deteccion de citocinas

Diversos avances tecnolégicos permiten detectar y cuantificar las
citocinas y facilitan su aplicacion experimental y clinica. La actividad de las

citocinas se puede determinar por diversos métodos:

1) Técnicas de inmunoensayo como ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) que permiten cuantificar la concentracién de citocinas en

los fluidos biolégicos.

2) Citometria de flujo, que permite identificar la presencia de citocinas

intracelulares [141]
3) Técnica PCR (Polymerase Chain Reaction) o técnica de reaccién en

cadena de la polimerasa, método que detecta y cuantifica los niveles de mARN

que codifica una determinada citocina.
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9.- Quimioterapia hipertérmica intrapleural

Basados en estas premisas se ha iniciado de forma paulatina el uso de
quimioterapia hipertérmica intrapleural en el tratamiento de algunos procesos
malignos que muestran un claro crecimiento loco-regional como ocurre en el
caso de los mesoteliomas pleurales malignos y las neoplasias secundarias

pleurales, lo que ha abierto nuevas vias al tratamiento de estos procesos [1,74].

En diversos estudios, el uso de quimioterapia hipertérmica intrapleural
basada principalmente en la utilizacion de cisplatino, ha demostrado ser factible
y de gran utilidad ya que consigue alcanzar elevadas concentraciones del
citostatico en la cavidad pleural con una moderada absorcion sistémica [73].
Aunque su mecanismo de accién no esta aun claramente definido [7], la
hipertermia facilita la absorcion del citostatico y permite que penetre mas
facilmente en el interior de las células mesoteliales malignas. En estas
condiciones, el medicamento activa la destruccién celular a través de diversos
mecanismos: alteracién de la permeabilidad de la membrana celular, interacion
en la sintesis del ADN, repercusion sobre la funcion del citoesqueleto y

produccién de apoptosis [6].

De acuerdo con esta premisa, en los ultimos afios, en pacientes
diagnosticados de mesotelioma pleural maligno en estadio precoz se han
realizado diferentes estudios [142,143] aplicando un tratamiento multimodal
basado en reseccidon quirirgica del proceso tumoral y perfusion hipertérmica
intrapleural con diversos quimioterapicos [1]. La aplicacién de esta pauta de
tratamiento permite una significativa mejoria de los resultados, con una tasa de

supervivencia al afio superior al 42% [142], y una morbimortalidad reducida [4].

99



Quimioterapia hipertérmica intrapleural

Basado en los mismos hechos, se ha comenzado a tratar los derrames
pleurales malignos mediante la administracion hipertérmica intrapleural de
citostaticos, principalmente adriamicina y cisplatino, al comprobar que esta
terapia incrementa también la tasa de apoptosis celular en estos procesos [79].
El método de aplicaciéon se ha simplificado paulatinamente propugnando hoy dia

las técnicas de cirugia minimamente invasiva [144]

No obstante, no existe consenso en los diversos estudios publicados
sobre el tipo de citostatico a utilizar, la dosis 6ptima, la temperatura de aplicacién

y el tiempo de perfusion.

Asi, en el tratamiento del mesotelioma pleural maligno y tras realizar una
cirugia citorreductora, de Bree et al. [143] aplican una perfusién intrapleural
durante 90 minutos de adriamicina a dosis de 15 a 25 mg/m? y cisplatino a dosis
de 80 mg/m? a temperatura de 40 a 41 °C, consiguiendo control local de la
enfermedad durante un periodo medio de 7 meses, en 7 de 11 pacientes
tratados. Van Ruth et al. [1], en pacientes con mesotelioma pleural maligno en
estadio | tratados con cirugia citorreductora, aplican perfusién quimioterapica
intrapleural (cisplatino a dosis fija de 80 mg/m? y doxorubicina con dosis inicial de
20 mg/m? e incrementos progresivos de 5 mg/m?) a temperatura de 40 °C
durante 90 minutos, obteniendo en los 20 pacientes tratados supervivencia

media de 11 meses.

Por otra parte, en los derrames pleurales malignos por cancer de pulmén
Shigemura et al. [144] utilizan a través de un abordaje por cirugia videoasistida,
una perfusién de cisplatino a dosis de 200 mg/m? a una temperatura de 42 °C
durante una o dos horas. Consiguen dosis de citostatico en pleura de 20 a 40
veces superiores a las determinadas en plasma y demuestran que usar la
perfusion durante mas de una hora no influye en la supervivencia media. Refaely

et al. [145], en pacientes diagnosticados de timoma con derrame pleural maligno,
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utilizan, tras la reseccion quirdrgica, perfusion intrapleural de cisplatino a dosis
de 100 mg/m? durante una hora con un flujo de 1 a 2 litros/minuto a temperatura

de 40 a 43 °C, obteniendo buen control local de la enfermedad.

La disparidad mostrada en el método de aplicacion y los resultados hace
necesaria la realizacién de estudios para determinar de forma fehaciente las
caracteristicas especificas de las células mesoteliales, su termosensibilidad, sus
reacciones y la respuesta al calor y a los quimioterapicos, tanto de las células

normales como de las neoplasicas.

En un reciente estudio [79] se muestran los resultados en un grupo de 11
pacientes con adenocarcinoma primitivo pulmonar con derrame pleural maligno y
sin metastasis a distancia, a los que se realizg, tras la reseccién quirdrgica, una
perfusion de la cavidad pleural con una solucién salina conteniendo 200 mg/m?
de cisplatino a 43 °C durante 2 horas. Utilizando técnicas inmunocitoquimicas se
determind el indice de apoptosis que presentaban las células del derrame pleural
maligno antes y después de 24 horas tras la perfusion hipertérmica intrapleural.
El porcentaje de células con tincidon positiva que presentaban apoptosis
espontanea antes de la perfusion era del 2,8% pasando a ser del 25,2% en las
células recogidas 24 horas después de la perfusion. Estas células presentaban
importantes alteraciones estructurales con edema celular y presencia de
vacuolas intracelulares no presentes en células normales. La media de
supervivencia de los pacientes tratados con perfusion hipertérmica fue de 20

meses frente a los 6 meses de los pacientes del grupo control.

Profundizando en los mecanismos de producciéon de estos hechos,
Smythe et al. [7] han estudiado las alteraciones de la expresion de la familia de
proteinas Bcl-2, comprobando que la expresion de las proteinas proapoptoéticas
Bax y Bak esta intacta en las células del mesotelioma, pero sélo una proteina
antiapoptética, la Bcl-XL, se encuentra expresada en niveles altos en estas

células.
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Estos hallazgos y los derivados del estudio de las sehales celulares
mediante las que la hipertermia y la quimioterapia puedan influir en el
comportamiento celular, hacen necesario intentar conocer con mas detalle los
mecanismos que modulan la apoptosis y la necrosis de las células mesoteliales

tanto normales como neoplasicas.

102



Hipotesis de trabajo

B.- Hipotesis de trabajo
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Teniendo en cuenta el planteamiento del tema y los logros vy
controversias derivados del estudio y aplicacion de la quimioterapia intrapleural
hipertérmica, este proyecto, realizado en un modelo experimental murino, centra
su investigacion en las células obtenidas de la cavidad pleural, con los siguientes

objetivos:

1) Determinar en las células pleurales la respuesta proinflamatoria
inducida por la hipertermia mediante el andlisis del nivel de expresion de
diferentes proteinas proinflamatorias y su relacién con la produccion de

apoptosis y necrosis celular.

2) Precisar la modificacién de esta respuesta tras la administracion de

cisplatino en diferentes condiciones de temperatura.
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C.- Material y métodos
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1.- Instrumentacion

1.1.- Laboratorio de Cirugia Experimental

Quiréfano de Cirugia Experimental de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valladolid. Esta dotado de todos los medios necesarios para la

realizacién de intervenciones quirurgicas en animales de experimentacion.

Material fungible necesario para realizar las experiencias planteadas de

acuerdo con lo expuesto en el apartado de disefio experimental.

Animalario homologado de acuerdo con las normas de la Unién
Europea, supervisado por el Veterinario Oficial de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valladolid.

Cumplimiento de la normativa sobre proteccién de los animales
utilizados para la experimentacion. Real Decreto 223/1998, Boletin Oficial del
Estado (BOE) 18 de marzo de 1998 y Real Orden (R.O.) de 13 de octubre de
1989 (BOE, 18 de octubre). Real Decreto 1201/2005, 10 de octubre de 2005,
sobre proteccion de animales utilizados para la experimentacién y otros fines

cientificos.
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1.2.- Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM),
Universidad de Valladolid. Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC)

Dispone de la dotacién técnica necesaria para la realizaciéon de cultivos

celulares (Fig. 8).

Medios para la realizacion de analisis multiples de expresion celular de

proteinas proinflamatorias.

Citometria de flujo y medios complementarios para investigar la

produccién de apoptosis y necrosis celular.

Material fungible necesario para la realizacion de las técnicas expuestas

en el apartado de disefio experimental.

Realizacién de técnicas de analisis para la determinacion de citocinas
utilizando el kit de RayBiotech para la deteccion simultanea de niveles de
multiples citocinas desde el medio de cultivo (Fig. 9). Utilizacion para la

cuantificacién del software Quantity One ® de los laboratorios BioRad.

Determinacién de la apoptosis celular mediante deteccion en la superficie
de la célula de fosfatidilserina con la Anexina V-FITC (isotiocianato de
fluoresceina) mediante el kit de detecciéon de apoptosis de Pharmingen, para
detectar apoptosis, y con tincidén vital de loduro de Propidio para determinar

Necrosis.

Analisis de las muestras utilizando el FACScan (Fig. 10) y el programa

Cellquest (Becton Dickinson).
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2.- Diseino experimental

2.1.- Animales de experimentacion

Se han utilizado ratones albinos machos de 6 semanas de edad y peso
de 40 a 50 gramos, de raza Swiss OFI (Oncis, France, cepa1) sin caracteristicas
especificas ni pedigri, procedentes de la introduccion de la CF1 (Carworth farms
cepal) en Charles River Laboratories, France, en 1996. Estos ratones son

eutimicos e inmunocompetentes. Su temperatura corporal es de 37,4 °C.

El numero total de animales utilizados ha sido de 90 ratones, divididos en
6 grupos de 15. Se han manejado bajo estricto cumplimiento de la normativa
sobre proteccion de los animales utilizados para la experimentacion. (Real

Decreto 223/1998, BOE 18 de marzo de 1998 y R.O. de 13 de Octubre de 1989
(BOE, 18 de Octubre). Real Decreto 1201/2005, 10 de octubre de 2005).

2.2.- Obtencion de las células pleurales
2.2.1.- Procedimiento anestésico

Administraciéon por via intramuscular de pentobarbital sédico a dosis de

0,5 mg/100 g de peso para la obtencion de la hipnosis total del animal (Fig. 11).

Administracion complementaria de relajante muscular: bromuro de

pancuronio a dosis de 0,1 mg/ 100 g de peso.
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Obtencién por la via farmacolégica sefialada de parada
cardiorrespiratoria. Abordaje quirdrgico inmediato de la cavidad pleural

derecha.

2.2.2.- Procedimiento quiruargico y obtencion de las células pleurales

Incision cutanea de esternolaparotomia media (Fig. 12). Apertura de la

linea media abdominal y del peritoneo parietal.

Visualizacién y comprobacion de la integridad de ambos hemidiafragmas
(Fig. 13).

Apertura a través de incisién longitudinal paraesternal con inicio en el

seno cardiofrénico homolateral, de la cavidad pleural derecha.

Comprobacion desde la cavidad pleural de la integridad del
hemidiafragma derecho y de la ausencia de restos hematicos o hallazgos

macroscopicos patoldégicos pleuropulmonares (Fig. 14).
Instilacién en la cavidad pleural, mediante bombeo a presidén, de suero
fisioldgico tamponado con fosfato, PBS 0,15 M (CINa 8 g/I; CIK 0,2 g/I; Na;HPO4

7H,0 1,44 g/l; KH.PO, 0,2 g/l) (Fig. 15).

Mantenimiento del tampén fosfato salino durante dos minutos en la

cavidad pleural.

Aplicacion de maniobras mecanicas de agitacion del liquido pleural para

facilitar la descamacion en el mismo de las células mesoteliales pleurales.
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Aspiracién de la totalidad del liquido acumulado en la cavidad pleural y

recogida de éste en medio de transporte estéril.

2.3.- Transporte de las muestras. Restricciones de aceptacion

por el laboratorio

Transporte al Laboratorio de Biologia y Genética Molecular del liquido

pleural y su sobrenadante celular en condiciones térmicas de 4 °C.

La contaminacién pleural con sangre tras la técnica quirurgica podria
inducir variacion de los niveles de citocinas en el sobrenadante del liquido

pleural con la posibilidad de obtencion de falsos positivos.

Para evitar esta contaminacion, las condiciones y el procedimiento de
obtencion de las células mesoteliales de la cavidad pleural fueron optimizados.
De este modo, la estanqueidad hematica de la cavidad pleural resultd
practicamente semejante a la que se hubiera derivado de la exanguinacién
previa de los animales. No obstante, tras el analisis inicial por el laboratorio, se
eliminaron del estudio las muestras con contaminacién hematica o microbiana

demostradas.
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3.- Determinaciones en el Laboratorio de Biologia y

Genética Molecular

3.1.- Recogida de células mesoteliales y macrofagos pleurales

Las células pleurales (Fig. 16) fueron resuspendidas en DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium sin L-glutamina y rojo de fenol Bio-
Whittaker, Walkersville, MD, EEUU), suplementada con 100 U/ml de penicilina,
100 pgr/ml de estreptomicina, 50 ugr/ml de gentamicina y 2 mM de glutamina en

la ausencia de suero.

Las células no adheridas fueron retiradas 2 horas después de la
adherencia a 37 °C, por lavado efectuado tres veces con liquido de medio de
cultivo fresco. La adherencia de las células fue comprobada por su capacidad de

adhesion a particulas de zymosan y por tincion con esterasa no especifica.
Obtencién en cada experiencia de un numero de células pleurales que

oscilaron de 16 a 20 x 10° células, suficientes para garantizar en cada

experiencia la fiabilidad de los resultados de las distintas determinaciones.
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3.2.- Establecimiento de grupos experimentales de estudio

Basal: cultivo de células mesoteliales en condiciones normotérmicas (37

°C) sin modificacion farmacologica.

Cultivo de células mesoteliales sometidas a choque térmico de 40 °C

durante 120 minutos.

Cultivo de células mesoteliales sometidas a choque térmico de 42 °C

durante 120 minutos.

Cultivo de células mesoteliales en condiciones normotérmicas (37 °C),

sometidas a tratamiento citostatico con cisplatino* durante 120 minutos.

Cultivo de células mesoteliales sometidas a choque térmico de 40 °C y

tratamiento citostatico con cisplatino* durante 120 minutos.

Cultivo de células mesoteliales sometidas a choque térmico de 42 °C y

tratamiento citostatico con cisplatino* durante 120 minutos.

* Dosis de cisplatino administrada: 33,7 pg/ml.
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3.3.- Determinaciones en cada uno de los grupos de estudio

establecidos

1) Citocinas proinflamatorias en el sobrenadante del cultivo celular

usando RayBio® Mouse Inflammation Antibody Array Il de RayBiotech Inc.

2) Determinacién de la apoptosis celular versus necrosis, mediante
deteccion en la superficie celular de fosfatidilserina con la Anexina V-FITC con
el kit de deteccién de apoptosis de Pharmingen para detectar apoptosis, y con

tincion vital de loduro de Propidio para determinar la existencia de necrosis.

Las muestras fueron analizadas usando FACScan y el programa

Cellquest (Becton Dickinson).

3.3.1.- Estudio de liberacion de proteinas proinflamatorias

3.3.1.1.- Eleccion del sistema de determinacion

Utilizacion del kit RayBiotech especialmente disefiado para medios de
cultivo. Formato de array simple, de alta sensibilidad, para la determinacion
simultanea de la expresion de los niveles de multiples citocinas en el medio de
cultivo (Fig. 17). Estos arrays contienen, entre otras, las proteinas que

inicialmente presentan mas relevancia fisiopatologica.
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3.3.1.2.- Metodologia

El sobrenadante del cultivo fue incubado con RayBio® Mouse
Inflammation Antibody Array Il de RayBiotech Inc. y realizado de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, para lo que se incubd el sobrenadante obtenido del
cultivo de las células con el array que contiene los distintos anticuerpos.
Posteriormente se afadi6 el cocktail que contiene los anticuerpos biotinilados y
tras una incubacién de dos horas se procedié a la adicién de HRP conjugada a

estreptavidina.

3.3.1.3.- Deteccidn de senales. Analisis de datos y graficas

Tras la incubacién con HRP conjugada con estreptavidina, la deteccién
de la reaccion se realizd con el sistema Amersham Enhanced
Chemiluminescence (ECL) utilizando peliculas autorradiograficas (Fig. 18) que
posteriormente fueron escaneadas por transparencia utilizando un densitémetro
de laboratorios BioRad (Hercules, CA) y el software denominado Quantity One ®
del mismo fabricante. Los blots se cuantificaron tras ser normalizados con los
controles positivos incorporados en las membranas. Sélo las variaciones sobre
el control que mostraron un incremento del doble de concentracién sobre la

densidad basal fueron consideradas positivas.
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3.3.2.- Estudio de la apoptosis y la necrosis celular

Protocolo de determinacion de la apoptosis y la necrosis celular,

mediante tincién con Anexina V-FITC y loduro de Propidio

3.3.2.1.- Soluciones empleadas

10x Binding Buffer (0,1M HEPES/NaOH, pH 7,4; 140 mM NaCL; 25 mM
CaCly,). Diluido a 1x previo al uso.

loduro de Propidio. Solucién de 50 ug de loduro de Propidio en 1x PBS
buffer. Recomendado para uso en paralelo con Anexina V-FITC o Anexina V-
Biotin.

1x PBS Buffer: 0,15 M (CINa 8 g/I; CIK 0,2 g/l; Na,HPO, 7H,0 1,44 g/,
KH,PO, 0,2 g/l). pH ajustado a 7,2. Autoclave.

3.3.2.2.- Metodologia
Las células recolectadas se lavaron dos veces en PBS a 4 °C y se
resuspendieron a una concentracion de 1 x 10° células/ml en buffer de unién en

500 pl RPMI utilizando tubos de hemodlisis.

Aplicacion de estimulos térmico y quimico fijados para el grupo

experimental correspondiente.

Agitacion en bafio a 37 °C durante el tiempo necesario.
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Para detener la incubacion, las células se transfirieron a tubos de
microcentrifuga Eppendorf y se centrifugaron a 5000 x g durante 30 segundos a
4 °C.

Lavado con PBS frio a 4 °C y centrifugaciéon a 5000 x g durante 30

segundos a 4 °C.

Resuspension de las células en 100 ul de buffer de union frio.

Adicion de 2 pl de loduro de Propidio (1 mg/ml) y 2 pl de Anexina

Mezclado suave e incubacion durante 10 a 15 minutos a temperatura

ambiente en la oscuridad.

Adicion de 400 ul de buffer de uniéon a cada tubo y analisis immediato

por citometria de flujo.

Analisis de las muestras usando el FACScan y el programa Cellquest

(Becton Dickinson).

Se determinaron como células en apoptosis las que presentaban tincién

con Anexina positiva (+) y tincion con loduro de Propidio negativa (-).

Se consideraron células necrosadas las que presentaban tincion con

Anexina positiva o negativa (+/-) y tincién con loduro de Propidio positiva (+).

La expresion porcentual de la produccion de apoptosis y necrosis celular

fue constatada en cada uno de los grupos experimentales.

Complementariamente, fue también determinada la dinamica de

expresion de la produccion de apoptosis y necrosis tras someter la muestra a
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temperaturas de 37, 40 y 42 °C, y la derivada de la adicién de cisplatino a las
muestras en las condiciones térmicas sefialadas (relacion entre intensidad de

fluorescencia (log 10) y nUmero de eventos).

4.- Tratamiento estadistico

El analisis estadistico de los datos fue realizado utilizando el programa
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 12.0.

Teniendo en cuenta el objetivo o propdsito de la prueba para la variable o
variables seleccionadas, la seleccion de la muestra en forma probabilistica y las
limitaciones que se pudieran tener en cuanto a los supuestos que se deben
cumplir en las pruebas paramétricas, fueron utilizadas las pruebas estadisticas

no parametricas.

Para el analisis de medias de dos muestras aleatorias independientes, el
test de la U de Mann-Whithey como alternativa a la prueba paramétrica de la t de
Student.

Para comparar mas de 2 muestras independientes, la prueba H de suma
de rangos o prueba de Kruskal-Wallis, fue utilizada en sustitucion del analisis de

varianza de un sentido de la estadistica paramétrica.

Un valor de p < 0,05 fue considerado como significativo.
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D.- Resultados

118



Resultados

1.- Determinacion de la produccion de proteinas

proinflamatorias

El analisis del sobrenadante del cultivo celular a 37 °C objetivé la
expresion (positividad del blot respecto al control, medida en porcentaje (%)) de
las siguientes citocinas: IL-6 (100%), MIP-2 (100%), G-CSF (100%), IL-10 (40%),
KC (100%), MCP-1 (100%), MCP-5 (100%), RANTES (100%), TIMP-1 (100%) y
sTNF-R (70%) (Gréfica 1).

La elevacion de la temperatura a 40 °C durante dos horas no indujo
cambios en la expresion de KC y RANTES, disminuyé discretamente la
expresion de IL-6 (80%), MIP-2 (90%), MCP-5 (90%), TIMP-1 (75%);
intensamente la de G-CSF (30%), MCP-1 (45%) y sTNF-R (40%) y provocd la

desaparicion de la expresion de IL-10 (Grafica 2).

Cuando la temperatura del sobrenadante del cultivo celular fue elevada a
42 °C se detectd un descenso de la expresion de todas las citocinas; minimo de
RANTES (90%), moderado de MIP-2 (70%) y MCP-5 (70%) e intenso de IL-6
(30%), G-CSF (30%), KC (40%) y sTNF-R (10%), con la practica desaparicion de
MCP-1 (5%) y TIMP-1 (5%) y la total desaparicién de IL-10 (Grafica 3).

En la grafica 4 se muestran las determinaciones registradas en los
porcentajes de expresidén de las citocinas en las diferentes condiciones de
temperatura a 37, 40 y 42 °C, a las que fueron sometidos los sobrenadantes de

los cultivos celulares.
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Tras la adicidn al sobrenadante celular de cisplatino a dosis de 33,7
pg/ml, en las diferentes condiciones de temperatura de 37, 40 y 42 °C, se

apreciaron las siguientes respuestas:

1) A temperatura de 37 °C sélo se detectd descenso de la expresion de
IL-10 (40%), TIMP-1 (70%) y sTNF-R (50%). No se aprecié ninguna modificacion

en la expresion del resto de las citocinas (Grafica 5).

2) Cuando la temperatura se elevo a 40 °C, la adicion de cisplatino
provoco un intenso descenso en la expresion de IL-6 (30%) y MIP-2 (40%), la
practica desaparicion de la expresion de G-CSF (5%), KC (5%), RANTES (10%),
TIMP-1 (5%) y sTNF-R (5%) y la desaparicion total de la expresion de IL-10,
MCP-1y MCP-5 (Grafica 6).

3) Cuando la temperatura se elevé a 42 °C, en presencia de cisplatino, no
se apreciaron modificaciones respecto a lo ocurrido en el grupo anterior (Grafica
7).

En la grafica 8 se muestran las determinaciones registradas en los
porcentajes de expresidén de las citocinas en las diferentes condiciones de
temperatura a 37, 40 y 42 °C, a las que fueron sometidos los sobrenadantes de

los cultivos celulares tras la adicién de cisplatino a dosis de 33,7 ug/ml.

El compendio del analisis de la expresion de citocinas por las células
pleurales en cada uno de los grupos experimentales y la significacion estadistica
de las variaciones observadas en su expresiéon en las distintas condiciones

experimentales, aparecen reflejadas en las graficas 9, 10 y 11.

120



Resultados

2.- Determinacion de la producciéon de apoptosis y

necrosis celular

2.1.- Analisis porcentual

El analisis de las muestras del cultivo celular sometidas a temperatura de
37 °C durante 120 minutos, mostré la presencia de 2,90% de células en
apoptosis (Anexina V + [/ loduro de Propidio -) y de 16,81% de células
necrosadas (Anexina V +/- / loduro de Propidio +). A 40 °C durante el mismo
tiempo, se objetivo |la presencia de 5,46% de células en apoptosis y de 17,90%
de células necrosadas. A temperatura de 42 °C durante 120 minutos se
comprobo la presencia de 6,27% de células en apoptosis y de 15,59% de células

necrosadas (Graficas 12y 13).

Cuando durante el mismo tiempo e idénticas condiciones de temperatura
las muestras fueron tratadas con cisplatino a dosis de 33,7 ug/ml, los resultados

fueron los siguientes (Graficas 14, 15y 16):

A 37 °C se comprobé la presencia de 7,86% de células en apoptosis y
23,49% de células necrosadas. A 40 °C, 14,10% de células en apoptosis y
30,77% de células necrosadas. A 42 °C, 15,05% de células en apoptosis y

25,82% de células necrosadas.

El compendio del andlisis del porcentaje de células en apoptosis y
necrosadas en cada uno de los grupos experimentales y la significacion
estadistica de las variaciones observadas en los porcentajes en las distintas

condiciones experimentales, aparecen reflejadas en las gréficas 17, 18 y 19.
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2.2.- Dinamica de expresién

2.2.1.- Expresion de Anexina V-FITC (células en apoptosis)

Discreta elevacién del numero de eventos y cambios respecto al control
de la intensidad de la sefial de fluorescencia, traductora de la deteccion de la
produccién de apoptosis (desplazamiento hacia la izquierda de la curva de
registro) a 37, 40 y 42 °C.

Diferencia entre la morfologia de las curvas obtenidas tras someter al
cultivo celular a temperaturas de 37 °C y la hallada tras la elevacién de la

temperaturaa 40y 42 °C.

Constatacion de un menor desplazamiento de la curva hacia la izquierda
y adicionalmente de la produccion de un mayor numero de eventos que en el
caso de las células sometidas a temperaturas de 37 °C, datos en concordancia
con los constatados en el preliminar analisis porcentual de la produccién de

apoptosis (Grafica 20).

2.2.2.- Tincién con ioduro de propidio (necrosis celular)

Tras la adicién a la muestra de cisplatino, deteccion de incremento de la

intensidad de fluorescencia respecto al control a 37,40y 42 °C.
Producciéon en todos los casos de un desplazamiento hacia la derecha

de la curva de fluorescencia, traductora de la expresion de produccion de

necrosis celular.
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Incremento progresivo del registro del numero de eventos con la

elevacion de la temperatura de 37 a 40 y a 42 °C (Grafica 20).
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E.- Compendio de los resultados
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Grafica 1: Expresion de citocinas en las células pleurales. Modulacién por

la temperatura a 37 °C.
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Grafica 2: Expresion de citocinas en las células pleurales. Modulacién por

la temperatura a 40 °C.

126



Compendio de los resultados

no variacioén

disminucion

00

disminucion ++

O desaparicién

4.2°0

-+ 3
a7\ IL-10
. ke-(D(

MIP-L T '

RANTES

Grafica 3: Expresion de citocinas en las células pleurales. Modulaciéon por

la temperatura a 42 °C.
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Grafica 4: Expresion de citocinas en las células pleurales. Modulacién por
la temperatura (37, 40 y 42 °C).
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Grafica 5: Expresion de citocinas en las células pleurales. Modulacién por

la temperatura (37 °C) y la adicién de cisplatino (33,7 pg/ml).
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Grafica 6: Expresion de citocinas en las células pleurales. Modulaciéon por

la temperatura (40 °C) y la adicién de cisplatino (33,7 pg/ml).
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Grafica 7: Expresion de citocinas en las células pleurales. Modulaciéon por

la temperatura (42 °C) y la adicién de cisplatino (33,7 ug/ml).
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Grafica 8: Expresion de citocinas en las células pleurales. Modulaciéon por

la temperatura (37, 40 y 42 °C) y la adicién de cisplatino (33,7 ug/ml).
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Grafica 9: Expresion de citocinas en las células pleurales (%).

Modulacién por la temperatura y el cisplatino

Modulacion térmica

Adicién de cisplatino

(33,7 pg/ml)
Citocinas 37°C 40 °C 42°C 37°C 40 °C 42 °C
IL-6 100 80 30 100 30 30
MIP-2 100 90 70 100 40 40
G-CSF 100 30 30 100 5 5
IL-10 40 - - 40 - -
KC 100 100 40 100 5 5
MCP-1 100 45 5 100 -- -
MCP-5 100 90 70 100 -- -
RANTES 100 100 90 100 10 10
TIMP-1 100 75 5 70 5 5
sTNF-R 70 40 10 50 5 10

Gréfica 9: Expresion de citocinas en las células pleurales (%). Modulacién

por la temperatura y el cisplatino.
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Grafica 10: Expresion de citocinas en las células pleurales (%).

Modulacion por la temperatura (37, 40 y 42 °C), sin y con la adicién de cisplatino

(33,7 pg/ml).
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Grafica 11: Expresion de citocinas en las células pleurales (%).
Modulacion por la temperatura

Temperatura | KC | RANTES C%-F MIP-2 | IL-6 | IL-10 | sSTNF-R
37°C 100 100 100 100 100 40 70
40 °C 100 100 30 90 80 -- 40
42 °C 40 90 30 70 30 -- 10
p(37/42°C) | 0,005 | 0,005 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,001 0,001

Gréfica 11: Expresion de citocinas en las células pleurales (%).

Modulacion por la temperatura.
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Grafica 12: Apoptosis y necrosis de las células pleurales (%).

Modulacion por la temperatura

Temperatura Apoptosis Necrosis
37°C 2,90 16,81
40 °C 5,46 17,90
42 °C 6,27 15,59

Grafica 12: Porcentaje de apoptosis y necrosis de las células pleurales.

Modulacion por la temperatura.
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37°C 40 °C 42 °C

[0 Apoptosis B Necrosis

Grafica 13: Porcentaje de células pleurales en apoptosis y necrosis en las

diferentes condiciones de temperatura (37, 40 y 42 °C).
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Apoptosis celular

37 °C 40 °C 42 °C

[J Sin cisplatino B Con cisplatino

Grafica 14: Porcentaje de células pleurales en apoptosis en las diferentes

condiciones de temperatura (37, 40 y 42 °C), sin y con la adicién de cisplatino

(33,7 pg/mil).
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Necrosis celular

37 °C 40 °C 42 °C

[1 Sin cisplatino B Con cisplatino

Grafica 15: Porcentaje de células pleurales necrosadas en las diferentes

condiciones de temperatura (37, 40 y 42 °C), sin y con la adicién de cisplatino

(33,7 pg/mil).
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37°C 40°C 42°C 37°C+ 40°C+ 42°C+
cisp cisp cisp

[0 Apoptosis B Necrosis

Grafica 16: Porcentaje de células pleurales en apoptosis y necrosis en las

diferentes condiciones de temperatura (37, 40 y 42 °C), sin y con la adicion de

cisplatino (33,7 pg/ml).
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Grafica 17: Apoptosis de las células pleurales (%).
Modulacion por la temperatura y el cisplatino
Temperatura | Apoptosis | Apoptosis
T T+CP % p
(33,7 ug/ml) | Incremento
37°C 2,90 7,86 271 0,347
40 °C 5,46 14,10 258 0,117
42 °C 6,27 15,05 240 0,347
Gréfica

17: Porcentaje de células en apoptosis en las diferentes

condiciones de temperatura (37, 40 y 42 °C) sin y con la adicién de cisplatino

(33,7 pg/mil).
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Grafica 18: Necrosis de las células pleurales (%).
Modulacion por la temperatura y el cisplatino

Temperatura | Necrosis Necrosis
T T+CP %
(33,7 ug/ml) | Incremento P
37°C 16,81 23,49 139 0,251
40 °C 17,90 30,77 172 0,117
42 °C 15,59 25,82 166 0,117

Grafica 18: Porcentaje de células pleurales necrosadas en las diferentes

condiciones de temperatura (37, 40 y 42 °C) sin y con la adicién de cisplatino

(33,7 pg/mil).

142



Compendio de los resultados

Grafica 19: Apoptosis y necrosis de las células pleurales (%).

Modulacion por la temperatura

Temperatura Apoptosis Necrosis
37°C 2,90 16,81
40 °C 5,46 17,90
42 °C 6,27 15,59
p(37/42 °C) 0,041 0,762

Grafica 19: Porcentaje de células pleurales en apoptosis y necrosis en las

diferentes condiciones de temperatura (37, 40 y 42 °C).
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- Control

Expresion de FITC-Anexina-V
(Apoptosis)
. 37°C

3

EVENTOS
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Cis-platino 33 pug/ml
Tincién con ioduro de propidio
(Necrosis)
5 37°C

42°C

128

e‘ n! 10 pre 0

Intensidad de fluorescencia (log10)

Grafica 20: Expresion dindmica de apoptosis y necrosis celular en las

diferentes condiciones de temperatura (37, 40 y 42 °C), sin y con la adicion de

cisplatino (33,7 pg/ml).
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F.- Discusion de los resultados
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Discusion

1.- ¢Es necesaria la investigacion de nuevos modelos terapéuticos

para las neoplasias pleurales malignas?

Como prototipo de las neoplasias pleurales malignas, el mesotelioma
pleural permanece como un tumor de dificil tratamiento y curacién. La
supervivencia a largo plazo se asocia principalmente con un diagndstico precoz
y un tratamiento agresivo a fin de cumplir objetivos concretos. Una correcta
estadificacion mediante mediastinoscopia, videotoracoscopia, RM y PET, la
utilizacion de pruebas anatomopatoldgicas especificas, la experiencia en la
practica de pleurectomia o decorticacion versus pleuroneumonectomia o
neumonectomia extrapleural extendida y la administracion de tratamiento

adyuvante intra y/o postoperatorio, resultan necesarios.

Sin embargo, tan solo una minoria de pacientes, los afectos de un
mesotelioma en estadio inicial, pueden en principio ser tratados con potencial
intencion curativa. La puesta en practica de un tratamiento multimodal que
incluye cirugia radical, quimioterapia y radioterapia, intenta hacer posible su
consecucion [39,62,65,66].

La necesidad de conseguir tratamientos mas efectivos estd motivada por
los hallazgos epidemiolégicos del mesotelioma pleural maligno que predicen un
incremento progresivo de su incidencia hasta el afio 2020 [146]. Con este
objetivo se han experimentado nuevas actuaciones terapéuticas que incorporan
inmunoterapia especifica e inespecifica, inmunoquimioterapia, terapia génica y

utilizacion de inhibidores de la angiogénesis [147].
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En los ultimos afios han sido estudiadas distintas modalidades de
quimioterapia sistémica y loco-regional, incluyendo quimioterapia intrapleural
hipertérmica. En pacientes con mesotelioma en estadio inicial, la hipertermia
intrapleural combinada con quimioterapia parece ser una opcion terapeéutica
razonable [73,74]. Asi mismo, un posible beneficio ha sido observado tras su
aplicacién en pacientes con enfermedad localmente avanzada y posibilidades
restringidas de tratamiento quirurgico [142,148]. No obstante, y a semejanza de
lo que ocurre con otras nuevas técnicas, su mecanismo de accion para lograr
destruir las células neoplasicas deberia ser mas investigado y los resultados
obtenidos, razonablemente aplicados al desarrollo de nuevos protocolos

terapéuticos [149].

Un factor responsable y que contribuye de forma determinante en la
pobre respuesta que el mesotelioma presenta a los tratamientos habituales es su
resistencia a la apoptosis, una de las caracteristicas principales y especificas de

los procesos neoplasicos [150].

Como hemos indicado previamente la apoptosis celular puede
desarrollarse por dos mecanismos, la via extrinseca o de los receptores de
muerte de membrana, inducida por los miembros de la familia de genes del
receptor TNF (Tumor Necrosis Factor), y la via intrinseca o mitocondrial que
produce la destruccidn de la célula por dafio del ADN y que esta regulada por los
miembros de la familia de proteinas Bcl-2, entre los que podemos diferenciar dos
grupos, las proteinas proapoptoticas (Bid, Bad, Bim, Bik, Bax y Bak) y las
proteinas antiapoptoticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w y Mcl-1). EI mecanismo exacto
por el que este grupo de proteinas actua sobre la célula e inducen o previenen
su destruccion es aun discutido, pero se piensa que Bcl-2 y Bcl-XL realizan sus
efectos antiapoptoticos por estabilizacidon del potencial de membrana
mitocondrial e impidiendo la liberacion de sustancias inductoras de la apoptosis
como el citocromo c, AlF (Apoptosis-Inducting Factor) y Smac/Diablo (Second

Mitochondrial Activator of Caspases / Direct IAP-Binding Protein with Low pl).
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Ambas vias estan interconectadas mediante la actuacion de algunas
proteinas proapoptaticas. Asi, tras la activacidn de los receptores de muerte de
membrana (via extrinseca) se induce la formacion de DISC (Death-Inducing
Signalling Complex) y la activaciéon de la caspasa 8 que es capaz de activar la
proteina proapoptoética Bid y estimular la salida desde la mitocondria del

citocromo c, activandose de esta manera la via intrinseca o de las caspasas.

En la mayoria de los tumores sélidos se ha demostrado la expresion de
proteinas antiapoptéticas del tipo de Bcl-XL y Bcl-2 y en diversos estudios se ha
comprobado la correlacién entre la presencia de estas proteinas y la
quimiorresistencia del tumor [151,152]. También se ha comprobado la presencia
de niveles elevados de Bcl-XL en células mesoteliales y en biopsias de

mesoteliomas [153].

Por otra parte, la reduccién farmacoldgica de la expresion de Bcl-XL ha
mostrado un incremento de la apoptosis tanto en las células mesoteliales
normales como en los mesoteliomas pleurales malignos, mientras que niveles
elevados de expresion de esta proteina mostraban la resistencia de este tumor a
la induccidon de apoptosis celular [154]. De acuerdo con estos resultados, la
aplicacion de medicamentos que modularan la actividad de estas proteinas y
estimularan la apoptosis y la necrosis celular podrian ser utiles en el tratamiento

del mesotelioma [155].

Actualmente se ha demostrado que todas las funciones celulares estan
controladas por diversos genes y mecanismos de sefalizacion [8] entre los que
destacan por su importancia las citocinas, sustancias de naturaleza proteica que
intervienen en los mecanismos de apoptosis, angiogénesis, crecimiento y
diferenciacion celular. En base a estos hechos, se han estudiado diversas
proteinas proinflamatorias para determinar su influencia en la respuesta de las

células mesoteliales frente a distintos agentes quimioterapicos [9].
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La mayoria de las funciones celulares son realizadas por proteinas lo que
aconseja el estudio de los niveles de expresion de estas proteinas para valorar
mas correctamente su actividad funcional [10]. La deteccién simultanea de
distintas citocinas resulta muy interesante para su estudio, ya que a nivel celular
las interacciones de estimulos positivos y negativos son complejas e implican

frecuentemente a multiples citocinas [11].

De acuerdo con lo expuesto, e intentando determinar la modulacion y
consecuencias de la reaccion celular proinflamatoria inducida por los agentes
terapéuticos hipertermia y quimioterapia intrapleural, resulta a nuestro juicio de
interés establecer la relacion entre el nivel de expresion de diferentes proteinas
proinflamatorias y la produccion de apoptosis y necrosis celular. De este modo,
el conocimiento de la dindmica de accion sobre las células mesoteliales de los

agentes terapéuticos sefalados podria ser mejorado.
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2.- ;Cual es el modelo experimental idoneo para intentar dar

respuesta al problema planteado? Idoneidad del procedimiento

La mayoria de la investigacién sobre procesos patologicos se realiza en
un modelo experimental animal para posteriormente trasladar la dinamica
experimental a un cultivo celular humano, intentando corroborar y ampliar los
resultados y obtener conclusiones que permitan considerar la aplicacion de
dichos resultados de la investigacién para su empleo especifico en el hombre.
De acuerdo con esta dindmica nuestro estudio, con planteamiento experimental
y clara proyeccién hacia su ulterior aplicacion clinica, obligd en primer lugar a la
eleccion de un animal de experimentacién idéneo para permitir realizar con éxito

las distintas determinaciones planteadas.

El ratbn comin Mus musculus, es el animal mas frecuentemente
utiizado en la experimentacién debido a su corto periodo gestacional,
abundancia de crias y facil manejo en el laboratorio. Ademas, la secuencia del
genoma del ratén es un instrumento informativo clave para entender el contenido
del genoma humano. La utilizacion en experimentacion de este animal se basa,
en parte, en la gran similitud que su genoma guarda con el del hombre,

convirtiéndole en una herramienta basica en investigacion terapéutica [156].

El estudio comparado del genoma humano y del raton demuestra la
presencia de una gran similitud de genes que codifican diversas proteinas
relacionadas principalmente con la reproduccion y la inmunidad [157]. El analisis
taxondomico de las proteinas del raton revela que menos del 1% de esas
proteinas son especificas de la especie, mientras que el 99% de ellas son
compartidas con otros grupos de mamiferos siendo similares en el 98% a las del

ser humano [158].
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El hecho de que el genoma de ambas especies esté tan estrechamente
relacionado permite estudiar la evolucion de las proteinas ortdlogas o
equivalentes entre el humano y el ratbn. En su genoma, Mus musculus,
presenta un 80% de genes equivalentes a los del humano con una homologia
que oscila del 70% al 100%. Ademas, el 70% de los aminoacidos de cada
proteina es idéntico en el hombre que en el ratéon y la secuencia de estos

aminoacidos es coincidente en cada proteina en mas del 78% [157].

Aunque en estudios recientes parece demostrarse que la coincidencia
entre la expresion de proteinas de ambas especies es algo menor [159], en
conjunto se puede afirmar que el 80% de las proteinas de Mus musculus
presentan una similitud superior al 70% en sus equivalentes proteicos en el
hombre, lo que hace que el ratéon de laboratorio sea el modelo ideal para el
estudio de un gran numero de patologias humanas. La similitud viene dada por
las secuencias proteicas conservadas entre las diferentes especies, siendo éste

el factor mas importante en investigacién animal.

Si dos proteinas tienen una secuencia muy similar y una localizacién
adecuada es probable que realicen una funcién muy parecida, por lo que si en
ratones podemos modificar el comportamiento de una proteina podremos hacer
lo mismo con su homodloga en humanos. Esta es la base de la investigacidon
animal con fines terapéuticos, simular enfermedades en animales para conocer
sus mecanismos de accidon e intentar detener su avance mediante algun
tratamiento farmacolégico, genético o de cualquier otra indole. Si se consigue
controlar una enfermedad en un organismo "sencillo" pero casi idéntico a
nosotros, en lo que a genotipo se refiere, se podra pasar a la fase de
experimentacién con tejidos humanos y ensayos clinicos. El experimento estara
avalado por su eficacia en un organismo con una equivalencia con el hombre

superior al 90%.
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En nuestro caso, la utilizacion de un modelo experimental murino ha
permitido realizar el estudio tanto de la expresion de proteinas proinflamatorias
como de la determinacion de la apoptosis y la necrosis de las células
mesoteliales en distintas condiciones de temperatura y la electiva modificacion
de las condiciones de la muestra mediante la adicion o no de un medicamento

antitumoral.
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3.- Eleccion del citostatico. Interaccion sinérgica del calor con

agentes antineoplasicos. Mecanismos de actuacion.

Durante las ultimas décadas, diversos estudios [160] han comprobado
que la hipertermia puede utilizarse como un potente agente adyuvante de los
quimioterapicos ya que actua sinérgicamente con una gran variedad de drogas
antineoplasicas potenciando su actividad antitumoral y reduciendo la resistencia
del tumor al efecto del medicamento. El calor interacciona con estas drogas por
varios mecanismos, principalmente incrementando la permeabilidad de la
membrana celular, inhibiendo los mecanismos de reparacion celular y
potenciando el efecto antitumoral del medicamento [161]. No obstante, la
aplicacion del citostatico en condiciones de hipertermia debe ser adecuadamente
evaluada ya que ciertas drogas incrementan de forma peligrosa su citotoxicidad
incluso a temperaturas de 39 a 41 °C [162] por lo que deberia siempre utilizarse
el medicamento que aporte los mejores resultados antitumorales con menos

efectos adversos.

La combinacion de calor y drogas antineoplasicas produce un incremento
de la citotoxicidad por encima del efecto aditivo previsto, pero cada citostatico
presenta una forma peculiar de actuacién, aunque habitualmente su actividad
antineoplasica se incrementa de forma progresiva a medida que se eleva la

temperatura.

Asi, en estudios in vitro, se ha comprobado que cuando se utilizan
thiotepa, nitrosoureas (bicloroetilnitrosourea y cloroetilciclohexilnitrosourea) y
cisplatino, el porcentaje de inactivacion celular es practicamente proporcional
cuando se realiza un incremento progresivo de la temperatura de 39 a 43 °C
[162]. En cambio, doxorubicina, bleomicina y anfotericina B requieren
temperaturas de 42 a 43 °C para que su accion sinérgica con la temperatura

tenga lugar. En los estudios en los que se ha evaluado la modificacion del efecto
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del medicamento con el incremento progresivo de la temperatura, se ha
comprobado que las nitrosoureas y el cisplatino alcanzan su respuesta éptima

cuando se aplican calor y medicamento de forma simultanea [162,163].

En estudios in vivo en conejos con carcinoma se ha comprobado que un
agente antimetabolito como el metotrexate, aplicado en condiciones de
hipertermia a 42 °C no presenta incremento de su actividad sobre la expresada
tras su aplicacion a temperatura normal [164]. Sin embargo, agentes alquilantes
como ciclofosfamida, mecloretamina y metilendimetano-sulfonato actian de
forma sinérgica con el calor potenciando su actividad antitumoral con el
incremento de la temperatura. No obstante, debe valorarse la cronologia de
aplicacion ya que determinadas drogas como la ciclofosfamida presentan una
actividad sinérgica con la temperatura hasta los 44 °C, pero por encima de 5
horas de actuacion disminuye su efectividad e incluso puede producir edema y
necrosis de la piel en roedores [165]. Se ha demostrado también que las
nitrosoureas presentan su mayor actividad en ratones cuando se aplican de
forma simultdnea el medicamento y el calor [166]. Los antibiéticos
antineoplasicos como doxorubicina, bleomicina y anfotericina B presentan
potenciacién de su actividad de forma independiente con el incremento de la
dosis y la elevacion de la temperatura, pero su actividad no siempre es sinérgica
y los efectos secundarios son mayores cuando se aplican de forma simultanea,
que aplicando ambos agentes por separado. Los efectos de dosis clinicamente
tolerables de doxorubicina son aditivos, pero no se potencian con la aplicacion
de calor [166]. Se ha comprobado que la citotoxicidad de la bleomicina en los
ratones esta también potenciada por la elevacion de la temperatura [167]. En la
aplicacién de cisplatino in vivo, se demuestra que actia de forma similar a
cuando se aplica in vitro, presentando un incremento progresivo de su actividad
a medida que se eleva la temperatura. Estas caracteristicas hacen que el
cisplatino sea la droga mas adecuada para el estudio de los efectos sinérgicos
del calor y los citostaticos sobre las células en experimentacion animal tanto in

vitro como in vivo.
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Por otra parte, en estudios experimentales sobre ratones a los que se
habian trasplantado células neoplasicas humanas, se ha demostrado que la
hipertermia mejora los resultados de la QT, provocando alteraciones de las
membranas del citoplasma y del nucleo y modificacion en la expresion de ciertos
genes que intervienen en la apoptosis, como el p53, Bcl-2 y Bax [109]. También
se ha comprobado que el calor induce alteraciones en el entorno del tumor que
provocan que las células neoplasicas se sensibilicen al efecto de ciertas drogas
citotoxicas, principalmente cuando estas terapias se aplican a temperaturas de
39 a 43 °C, tanto en cultivos celulares como en experimentos con animales
[106]. En estos casos, la determinacion de la expresion de proteinas de choque
térmico y de la apoptosis celular ha demostrado su utilidad para cuantificar el

dafio celular provocado por la accién del calor y los agentes antineoplasicos [79].

Adicionalmente se ha comprobado que, en cultivos de células
neoplasicas humanas, los efectos del cisplatino son muy superiores cuando se
aplican a temperaturas de 41 a 43 °C [108]. La base farmacoldgica que justifica
esta respuesta celular podria concretarse segun Sugarbaker et al. [110], en que
el calor permite que el citostatico penetre mas facilmente en el interior de las
células facilitando la activacion de la apoptosis tanto por la via extrinseca como

por la via intrinseca, y provocando la necrosis de la célula tumoral.

En los ultimos afios, diversos estudios han propuesto la utilizacién de
quimioterapicos por via intracavitaria (intrapleural e intraperitoneal) [4],
principalmente adriamicina y cisplatino, para el tratamiento de procesos
neoplasicos con desarrollo loco-regional. En pacientes con mesotelioma pleural
maligno la aplicacion de quimioterapia intrapleural, utilizando principalmente
cisplatino, muestra una importante respuesta farmacocinética y satisfactorios
resultados en el control de la neoplasia, evitando los efectos indeseables de la

QT sistémica y logrando mejorar discretamente las tasas de supervivencia [73].
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Los buenos resultados obtenidos con el uso de cisplatino en la mayoria
de los protocolos de tratamiento del mesotelioma [4], su tolerable absorcion
sistémica [5] y el hecho de que el cisplatino active la produccién de especies
reactivas de oxigeno que sensibilizan a las células para que sean susceptibles a
los estimulos apoptéticos, nos indujeron a utilizar en nuestro modelo

experimental el cisplatino como medicamento antitumoral.
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4.- ;Cuadl es la temperatura idénea en la realizacion del

procedimiento y cual la concentracién de cisplatino?

Las células son sensibles al calor y someterlas a una elevada
temperatura produce alteraciones que pueden provocar su destruccién. Diversos
estudios han demostrado que el aumento de calor por encima de los 40 °C
produce alteraciones celulares [105] con modificaciones citoestructurales,
incremento de la actividad metabdlica, desestabilizacion de las macromoléculas
intracelulares y pérdida de su actividad biolégica. La hipertermia actua
principalmente aumentando la permeabilidad de las membranas [6], con
alteracion de la actividad mitocondrial y destruccion de las uniones
intermembranosas, provocando con temperaturas elevadas, por encima de los

44 °C, la destruccion celular por cauterizacion.

Los efectos de la elevacién de la temperatura en la fisiologia celular estan
directamente relacionados con la dosis de calor [104] y la termosensibilidad o
respuesta que las células presentan al aumento de temperatura [168]. Por otra
parte, la sensibilidad al calor es mayor en las células neoplasicas y en las que se
encuentran en hipoxia o en fase de mitosis [103,104] por lo que resulta
necesario determinar la termosensibilidad de cada célula tanto normal como
tumoral y evaluar la proporcion de células que sobreviven a una temperatura
determinada [80].

El aumento de la temperatura a 40 °C produce en las células mesoteliales
una alteracion en la disposicion de los fosfolipidos de la membrana celular con
pérdida de su simetria y cambios en la disposicion de la fosfatidilserina que pasa
a situarse en la cara externa de la membrana citoplasmatica permitiendo que la
célula sea detectada y eliminada por los macrofagos. A esta misma temperatura
se produce una disminucion del potencial de membrana mitocondrial con

liberacion del citocromo c desde el interior de la mitocondria al citoplasma,
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activacion de Bid e induccién de la apoptosis por la via Fas mediada por

caspasas [111].

La elevacién de la temperatura a 42 °C provoca la pérdida del potencial
de membrana de la mitocondria, la activacion de las caspasas 3 y 8 y una
elevacion significativa en la externalizacion de Fas [112]. A esta misma
temperatura también se produce un incremento de la concentracion intracelular
de Ca** con disminucién de los niveles de HSP 70 y fosforilizacién de proteinas
de choque térmico que disminuyen el potencial de membrana de la mitocondria y
permiten la liberacién al citoplasma de factores desencadenantes de la apoptosis
[113].

Por otra parte, la hipertermia, aislada o en combinaciéon con otros
factores, es capaz de inducir la muerte celular por fragmentacion del ADN y
activaciéon de la apoptosis o la necrosis [111,112]. La actuacién sinérgica de
hipertermia junto con RT y QT aplicadas a las células tumorales provoca
cambios en la expresiébn de los genes reguladores de la apoptosis,
principalmente p53, Bcl-2 y Bax, que influyen significativamente en la muerte
celular [109].

En diversos estudios en cultivos celulares se ha podido comprobar que la
aplicacién de calor con temperaturas superiores a los 43 °C induce la muerte de
las células [106]. Por otra parte, la adicion de cisplatino a esta misma
temperatura durante cortos periodos de tiempo ha demostrado una actuacion
sinérgica [162], pero la elevacién de la temperatura hasta niveles subletales (por
encima de 43 °C) o la prolongacion en el tiempo de aplicacion del citostatico

provocaban la resistencia del tumor al efecto de ambos agentes [160].
Ademas, la hipertermia mantenida durante mas de cinco horas después

de la aplicacién de cisplatino es menos efectiva que cuando se aplican cisplatino

e hipertermia de forma simultanea [165].
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Se ha comprobado que el tiempo de duplicacién tumoral de diversos
procesos neoplasicos en el ratébn se reduce de forma significativa tras la
aplicacién de dos o tres pautas de tratamiento de cisplatino e hipertermia a 43 °C

aplicados de forma simultanea durante periodos de 30 minutos [166,167].

En un estudio cooperativo en pacientes con diversos tipos de tumores en
estadio avanzado, encaminado a determinar la respuesta celular al incremento
de temperatura en presencia de diversos agentes antineoplasicos (nitrosoureas,
doxorubicina, bleomicina, cisplatino, etc.), se comprobd que la mayor eficacia del
citostatico se lograba tras aplicarlo a temperaturas entre 40 y 43 °C, siendo los
efectos menos significativos cuando su aplicacion se realizaba a temperaturas
por debajo o por encima de esos valores [160]. Ademas, como se ha indicado
anteriormente, la elevacion de la temperatura por encima de los 43 °C produce la

destruccion total de las células [106] sin aportar beneficios terapéuticos.

En el tratamiento del mesotelioma pleural maligno, de Bree et al. [143],
tras cirugia citorreductora, aplican una perfusién intrapleural durante 90 minutos
de adriamicina a dosis de 15 a 25 mg/m? y cisplatino a dosis de 80 mg/m? a
temperatura de 40 a 41 °C, consiguiendo control local de la enfermedad durante

un periodo medio de 7 meses.

Van Ruth et al. [1], en pacientes con mesotelioma pleural maligno en
estadio | tratados con cirugia citorreductora, aplican durante 90 minutos una
perfusiéon quimioterapica intrapleural a 40 °C con cisplatino a dosis fija de 80
mg/m? y doxorubicina con dosis inicial de 20 mg/m? e incrementos progresivos

de 5 mg/m?, obteniendo una supervivencia media de 11 meses.
En los derrames pleurales malignos por cancer de pulmoén Shigemura et

al. [144] utilizan por cirugia videoasistida, una perfusién de cisplatino a dosis de

200 mg/m? a una temperatura de 42 °C durante una o dos horas. Consiguen
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dosis de citostatico en pleura de 20 a 40 veces superiores a las determinadas en
plasma y demuestran que usar la perfusion durante mas de una hora no influye

en la supervivencia media.

Refaely et al. [145], en pacientes diagnosticados de timoma con derrame
pleural maligno, utilizan tras la reseccion quirtrgica, perfusion intrapleural de
cisplatino a dosis de 100 mg/m? durante una hora, con un flujo de 1 a 2
litros/minuto, a temperatura de 40 a 43 °C, obteniendo buen control local de la

enfermedad.

En las experiencias de Matsuzaki et al. [169] en pacientes con
mesotelioma, la irrigacion de la cavidad toracica durante dos horas con una
solucién a temperatura de 42,5 a 43 °C de dos litros de suero conteniendo
cisplatino a dosis de 200 mg/m?, con extraccion total del fluido de la cavidad
toracica al final de la perfusion, permitié constatar un alto nivel de cisplatino en
su forma libre (33,7 pg/ml durante la perfusion, decreciendo a 16,7 ug/ml a las
dos horas y a 4,1 ug/ml a las veinticuatro horas) y una adecuada actividad sobre
las células pleurales [79,170], ya que histolégicamente, las células muestran,
tras dos horas de perfusion, hallazgos degenerativos, hinchazén celular y
vacuolas intracelulares, que no estaban antes presentes. La concentracion de
cisplatino en suero sanguineo después de las dos horas de perfusion pleural fue
de 1,8 uyg/ml en total y de 0,5 pg/ml en su forma libre, valores que corresponden
aproximadamente a la mitad y al 25% de los niveles obtenidos tras la aplicacion

de cisplatino a dosis de 80 mg/m? por via sistémica [171].

Estos hechos, demostrando durante la experiencia una concentracion
eficaz de cisplatino en su forma activa, nos llevaron a aceptar la concentraciéon
de 33,7 pug/ml de cisplatino como la dosis de citostatico a emplear en nuestro

estudio y las temperaturas adecuadas de aplicacion las de 40 y 42 °C.
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5.- ¢En qué condiciones se podria intentar establecer la relacion
entre la expresion de diferentes proteinas proinflamatorias y la producciéon
de apoptosis y necrosis celular en las células mesoteliales tratadas con

quimioterapia hipertérmica?

Aunque el mecanismo basico del dafio celular por hipertermia es todavia
poco conocido, distintos estudios han demostrado que la muerte celular
programada o apoptosis puede ser inducida en distintas células neoplasicas,
tanto in vivo como in vitro, usando tratamiento hipertérmico [172,173]. La
apoptosis supone un mecanismo de muerte celular programada después de la
exposicion de la célula a distintos mecanismos de estrés como las radiaciones,
la hipertermia y algunos agentes quimioterapicos [174,175]. Su produccién es
controlada por multiples sefales y efectores y un variado numero de
complicadas reacciones bioquimicas [176,177]. De este modo, la hipertermia
podria no solo actuar aumentando el efecto citolitico de los citostaticos sino

también la produccion de apoptosis en las células neoplasicas [178].

Todos los mecanismos relacionados con la muerte celular estan
controlados por una serie de sustancias que, como hemos indicado
anteriormente, se denominan globalmente con el término de citocinas,
sustancias con capacidad para controlar la actividad de las células tanto en

condiciones fisioldégicas como patolégicas.

Las citocinas son principalmente glicoproteinas que juegan un papel
crucial en la sefalizacion célula a célula y han sido agrupadas en diversas
familias de acuerdo a similitudes estructurales y funcionales. Globalmente han
sido clasificadas como proinflamatorias (estimuladoras) o antinflamatorias
(inhibidoras) y su estudio ha despertado gran interés debido a la selectividad que
presentan para activar y dirigir el trafico de diferentes subpoblaciones de

leucocitos. Inicialmente clasificadas como quimiotacticas, hoy se sabe que
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cumplen ademas funciones importantes en la regulacién de la proliferaciéon y
apoptosis de diferentes células, la morfogénesis tisular, la hematopoyesis y la

angiogeénesis.

Las quimiocinas son un grupo de citocinas constituidas por polipéptidos
de bajo peso molecular (8 a 14 KDa), con un dominio caracteristico [123], que se
dividen en 4 subfamilias a, B, v, y 0, siendo las quimiocinas alfa y beta las que

presentan una accion mas preponderante a nivel pulmonar.

En efecto, la subfamilia de quimiocinas a es responsable de importantes
acciones sobre las células como quimiotaxis de linfocitos, neutréfilos, monocitos
y basdfilos, activacion y proliferacién celular, regulacion de la angiogénesis,
modulacion de la hematopoyesis, etc. [119,179]. Entre las que poseen un papel
relacionado con los fenédmenos inflamatorios destaca la IL-8 (KC del raton) con
poder quimioatrayente y activador de los neutréfilos, estimulacién de la
fagocitosis por los macréfagos e importante actividad angiogénica. Sus fuentes
celulares son muy diversas e incluyen: monocitos, macréfagos, queratinocitos,
fibroblastos, hepatocitos, neutrofilos, eosindfilos, astrocitos, plaquetas, linfocitos

Ty B, NK, células endoteliales y células epiteliales.

La serosa pleural y el tejido submesotelial son asiento de distintas
células, principalmente células mesoteliales multipotenciales, células del tejido
conectivo submesotelial, monocitos y granulocitos, todas ellas con capacidad
para expresar IL-8 y en el caso del animal de experimentacion elegido, su
homonima en el raton, la citocina KC. De acuerdo con estos hechos resulta
l6gico pensar que el estudio de las modificaciones de esta proteina inducidas a
nivel de las células mesoteliales por agentes terapéuticos como la hipertermia y
la quimioterapia podria resultar util para el conocimiento de la dinamica celular

ante la exposicion a estos agentes.
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Entre las quimiocinas 3, producidas por monocitos, macréfagos, células
dendriticas, eosindfilos, fibroblastos, células NK, endotelio, células epiteliales y
mastocitos, destacan MCP-1, MIP-1 a MIP-4 y RANTES que actian
principalmente como quimioatrayentes de monocitos y linfocitos T, aunque
también actuan sobre eosindfilos, basdfilos, linfocitos B, timocitos y NF. También
tienen capacidad para modular la apoptosis y, en colaboracion con otras
citocinas (IL-2 e INF-y), inducir la proliferacion y activacion de células NK
[132,180]. Asi mismo, su produccion por células presentes a nivel de la serosa
pleural, nos hace considerar su utilidad para esclarecer los objetivos de nuestro

estudio.

Teniendo en cuenta sus acciones, la produccion de estas quimiocinas
(alfa y beta) a nivel pleural, podria ser inducida por distintos estimulos en
diferentes células (neutrofilos, linfocitos T, monocitos, basofilos) e inducir
fendmenos de atraccion y activacion de los neutréfilos, de fagocitosis por los
macrofagos y de regulacion de la angiogénesis como respuesta al estimulo
[121]. Las variaciones de su produccion ante el estimulo térmico y citostatico
podrian convertirse en una via de senalizacion de la viabilidad celular tras la
aplicacion de los estimulos terapéuticos estudiados hipertermia y quimioterapia

y su sinergia en la accioén.

Como ya hemos afirmado, la deteccién simultanea de distintas citocinas
proporciona una herramienta poderosa para su estudio, ya que las interacciones
de estimulos positivos y negativos son complejas e implican frecuentemente a
multiples citocinas [11]. Las quimiocinas muestran gran redundancia en la
utilizacion de sus receptores. De esta manera, varias quimiocinas pueden
acoplarse a un mismo receptor y una quimiocina puede ligarse a varios
receptores, pudiendo producirse sefales intracelulares distintas (pleiotropia y
redundancia). Teniendo en cuenta estos hechos, conocer la expresion de
aquellas proteinas que pudieran ser sefalizadoras de la dinamica de los

acontecimientos que suceden en las células pleurales como repuesta a la accion
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de la hipertermia y el cisplatino, nos hizo considerar la necesidad del empleo de
un sistema de deteccion multiple y simultaneo de las proteinas proinflamatorias

presentes en las células pleurales en cada una de las fases del estudio.

Medir simultaneamente multiples citocinas seria vital para revelar el
trabajo neto de éstas. En los ultimos afios, diversos estudios han mostrado los
avances en el descubrimiento y desarrollo de sistemas que permiten la deteccién
simultanea y la correcta determinacion de multiples citocinas [181]. Estos
métodos se basan en un modelo o formato de arrays que permite la deteccion de
proteinas en diversos medios, principalmente suero, precisando minimas

cantidades de producto para lograr la adecuada determinacién [182].

La utilizacion de estos métodos basados en la miniaturizacién con
microarrays de proteinas nos permitié una drastica reduccién de la cantidad de
muestra requerida (tipicamente de 10-100 pl), un incremento en el niumero de
analizadores que podian ser medidos simultaneamente, mantener la relativa
expresion de los niveles dentro de la misma muestra y, a semejanza de lo que
ocurre en otras patologias, hacer posible la determinacién de la relacion entre

las distintas proteinas involucradas en el problema que nos ocupa [180,183].

Teniendo en cuenta estos hechos y el de la sefialada influencia de
algunas proteinas proinflamatorias en la respuesta celular frente a distintos
agentes quimioterapicos [9], consideramos util disefiar este estudio para intentar
establecer en cultivos de células pleurales y distintas condiciones de
temperatura, la relacion entre la expresién de diferentes proteinas
proinflamatorias y la produccion de apoptosis y necrosis celular y precisar la
dinamica de accion sobre estas células de la hipertermia y la administracion de

cisplatino.

La eleccidén de un determinado array conteniendo las distintas proteinas

cuya expresion a nivel de las células pleurales del raton pudiera contribuir a
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esclarecer la dinamica y cronologia de la produccion de muerte celular en las
condiciones sefialadas para los distintos grupos experimentales, fue

pormenorizadamente estudiada.

En efecto, el RayBio® Mouse Inflammation Antibody Array Il de
RayBiotech Inc., contiene las proteinas IL-6, MIP-2, G-CSF, IL-10, KC, MCP-1,
MCP-5, RANTES, TIMP-1 y sTNF-R, presentes a nivel de la poblacién celular
pleural del animal de experimentacion elegido, y su deteccion simultanea permite
la posibilidad de determinar su interaccion durante las distintas fases del
experimento, su variacion a lo largo del mismo y su correspondencia con los

cambios observados en la dinamica de la produccién de muerte celular.
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6.- ;Como se modifica en la célula mesotelial la expresion de

distintas citocinas con los cambios de temperatura?

Empleando este método se pudo constatar que a 37 °C, la célula
mesotelial expresa distintas citocinas: IL-6, MIP-2, G-CSF, IL-10, KC, MCP-1,
MCP-5, RANTES, TIMP-1 y sTNF-R. El ascenso de la temperatura a 40 °C
durante dos horas se acompafia de la desaparicion de la expresién de IL-10,
pero fundamentalmente del mantenimiento de un alto nivel de expresion de cinco
proteinas: IL-6 (80%), MIP-2 (90%), KC (100%), MCP-5 (90%), RANTES (100%)
y TIMP-1 (75%) y la disminucion marcada de G-CSF (30%), MCP-1 (45%) y
STNF-R (40%). Cuando la temperatura es elevada a 42 °C durante dos horas se
produce un descenso importante de la expresion de IL-6 (30%), KC (40%) y
TIMP-1 (5%), manteniéndose en niveles altos MIP-2 (70%), MCP-5 (70%) y
RANTES (90%).

Conociendo la naturaleza de las distintas familias de citocinas, se podria
afirmar que la respuesta de las células pleurales al choque térmico, permite el
mantenimiento en altos niveles de expresidon de distintas proteinas con marcado
caracter proinflamatorio como MIP-2, KC, MCP-5 y RANTES, con alto poder
quimioatrayente sobre los polimorfonucleares y activadoras de monocitos y
macrofagos. Teniendo en cuenta su accion, podrian estar en relacién con la
puesta en marcha de mecanismos de regulacién de la estructura y viabilidad
celular como respuesta a la hipertermia. Concomitantemente se comprueba la
desaparicién de proteinas inmunosupresoras e inhibidoras de la sintesis de otras
citocinas antiinflamatorias (IL-10), la disminucion marcada de la proteina
bloqueadora del TNF, inhibidora de la actividad proinflamatoria de la célula
(STNF-R), de estimulantes de las células precursoras de los neutréfilos (G-CSF)
y de otras como MCP-1, reclutadora de monocitos y macréfagos. La traduccién
de estos hechos podria resumirse en el mantenimiento frente a la hipertermia de

la produccion por las células pleurales de citocinas con potente capacidad de
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atraccion de neutrdfilos y la disminucion marcada de las inhibidoras de la

actividad proinflamatoria a nivel de dichas células.

La elevacién de la temperatura del medio de cultivo a 42 °C disminuye de
forma acentuada la mayor parte de las citocinas con marcada expresion a 40 °C,
aunque proteinas proinflamatorias como MIP-2, MCP-5 y RANTES con accién
quimioatrayente de monocitos y macrofagos se mantienen a esta temperatura en
rangos de expresion elevados. Estos hechos estarian en concordancia con el
porcentaje observado de células con pérdida de su actividad vital y su ulterior

fagocitosis por los monocitos y los macrofagos.
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7.- ¢Qué sucede con la expresion de citocinas y la inducciéon de
apoptosis y necrosis celular mesotelial cuando a la variacion de las

condiciones térmicas se le suma la administraciéon de cisplatino?

Tras afadir al cultivo celular cisplatino, el hecho mas notable fue el
marcado descenso con la hipertermia de la expresion de las proteinas
expresadas por la célula mesotelial. En efecto, la elevacion de la temperatura del
cultivo celular a 40 °C y 42 °C, revela la progresiva desaparicion de la practica
totalidad de las proteinas expresadas restando tan soélo presente una discreta
expresion considerable de IL-6 (30%), citocina con actividad pro vy
antiinflamatoria que interviene en la produccién de proteinas de fase aguda, pero
con accion inhibidora de las citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-13, GM-CSF,
INFy) vy de MIP-2 (40%) que presenta capacidad quimiotactica para los
leucocitos PMN y las células hematopoyéticas. En definitiva, la adicion del
citostatico anula progresivamente la produccion de citocinas por las células a
medida que se eleva la temperatura y su desaparicion conlleva a investigar el

estado real de las células tras la administracion del citostatico.

En los estudios que han evaluado la accion simultdnea del choque
térmico y los citostaticos, una Optima respuesta fue obtenida cuando fue
administrado cisplatino, nitrosoureas o L-fenilalanina [184]. Como ya ha sido
comentado y razonado, el cisplatino es el agente quimioterapico mas
ampliamente usado para el tratamiento de los tumores malignos pleurales. Su
capacidad para la induccion de la apoptosis en las células malignas ha podido
ser también claramente demostrada [123]. Intentar con su empleo la induccion
de apoptosis en las células pleurales malignas podria ser considerado como
razonable en el contexto de la perfusion quimioterapica hipertérmica. Sin
embargo, el mecanismo preciso de la induccidon de apoptosis versus necrosis

por el empleo conjunto de la hipertermia y el cisplatino no ha sido adn
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completamente determinado y adicionalmente la efectividad de la quimioterapia

intrapleural hipertérmica aun no bien clarificada.

En las dos ultimas décadas el conocimiento de la fisiologia y genética de
la apoptosis ha avanzado sustancialmente y ello ha ayudado a dar forma a
modelos de estudio para intentar comprender las variaciones observadas en la
quimiosensibilidad clinica de los tumores [185]. Como afirman Fennell et al.
[186], en el caso del mesotelioma, la limitada efectividad de las drogas
citotoxicas y la radioterapia implica un importante defecto funcional en la
sefalizacién de la apoptosis. Este principio se extiende en oncologia a la mayor
parte de los tumores sdlidos y, por ello, el incremento del conocimiento de los
bloques moleculares en la via patoldgica de la apoptosis resultaria necesario
para el desarrollo de nuevos y efectivos tratamientos. Comparadas con las
células mesoteliales sanas, las células del mesotelioma son mas resistentes a la
induccién de apoptosis in vitro [177], lo que sugiere que la resistencia de estas
células pudiera relacionarse con la expresion insuficiente de reguladores
centrales del ciclo celular y la susceptibilidad a la apoptosis, como el p53. El
nucleo de la maquinaria apoptotica encuentra bajo caudal de p53 e integra un
diverso rango de estimulos preapoptéticos asi como sefales de supervivencia
que surgen de factores de crecimiento micromedioambientales. La via patolégica
final comun provoca la activacion de las caspasas, que inducen la apoptosis. La
mitocondria juega una parte esencial en su activacion. Concomitantemente a la
apoptosis acontece una incrementada permeabilidad de las membranas
mitocondriales interna y externa, un evento mediado por el redundante dominio
proapoptético de la familia de proteinas Bcl-2, principalmente Bax y Bak que
facilitan la salida del citocromo c del espacio intermembrana de la mitocondria, la

formacion del apoptosoma y la activacién de las caspasas.
El fallo en la liberacion de este factor apoptogenético es una importante

causa de represion de la apoptosis en el cancer y podria ser especialmente

relevante en el mesotelioma. La familia de proteinas proapoptoticas y
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antiapoptéticas Bcl-2 actuaria de una manera opuesta para promover o inhibir
respectivamente, la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Un miembro de
la familia de proteinas Bcl-2, la proteina Bcl-XL es una potente represora de la
apoptosis y se expresa comunmente en el mesotelioma [187]. Sin embargo, la
resistencia a los estimulos apoptéticos in vitro no se correlaciona con la
expresion de Bcl-2, sugiriendo falta de un papel funcional para esta proteina en

la regulacion de la apoptosis celular en el mesotelioma.

En adicién, la supervivencia en pacientes con mesotelioma no ha podido
ser prevista por la expresion de estas proteinas. Este hallazgo podria ser el
resultado de la redundancia de proteinas antiapoptéticas que inhiben la accion
de las caspasas [153]. Resultados de recientes estudios encaminados a lograr
importante apoptosis de las células neoplasicas, como los logrados in vitro
mediante la interactuacion sinérgica de cisplatino con el ligando soluble de Fas
(sFasL) [188], o dirigidos a detener la mitosis celular mediante la inhibicion de
genes implicados en la apoptosis [189], apuntan nuevas posibilidades para
contrarrestar la agresividad celular y la resistencia al tratamiento

quimiorradioterapico del mesotelioma.

En nuestro estudio, la apoptosis y la necrosis celular producidas por la
hipertermia se modifico claramente con la adicién de cisplatino en el
sobrenadante celular. Asi, a 37 °C el porcentaje de células en apoptosis es
minimo (2,90%) y el de células necrosadas asciende al 16,81%. La elevacion de
la temperatura a 40 °C aumenta discretamente el porcentaje de células en
apoptosis a 5,46% y hasta el 17,90% el de células necrosadas. A 42 °C no se
producen casi modificaciones en el porcentaje de células en apoptosis y en
necrosis (6,27% y 15,59%, respectivamente). La adicién de cisplatino incrementa
de forma notoria, a todas las temperaturas, el porcentaje de células en apoptosis
(7,86% a 37 °C; 14,10% a 40 °C y 15,05% a 42 °C) y de células necrosadas
(23,49% a 37 °C; 30,77% a 40 °C y 25,82% a 42 °C).
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En definitiva, la elevacion de la temperatura en el cultivo celular a 37 °C
induce la produccién de apoptosis en un escaso porcentaje de células, pero se
inicia su incremento cuando las condiciones térmicas del sobrenadante del
cultivo celular se elevan a 40 °C. La adicion de cisplatino al sobrenadante celular
produce un claro incremento del porcentaje de células en apoptosis y
necrosadas, que se hace porcentual y dinamicamente mas patente a medida

que se eleva la temperatura de 37 a 42 °C.
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Conclusiones

1.

En concordancia con la similitud entre las proteinas del Mus musculus y
sus equivalentes proteicos en el hombre, consideramos que la utilizacion
de un modelo experimental murino, como el disefiado, permite la
obtencion de las células pleurales necesarias, con facilidad y en
condiciones cualitativas y cuantitativas suficientes, para la realizacion de

un estudio como el presentado.

La metodologia fijada para el estudio in vitro de células pleurales permite
analizar con fiabilidad en el cultivo celular la expresién de proteinas
proinflamatorias y la apoptosis y necrosis celular inducidas por la

hipertermia y la adicion de un medicamento antitumoral.

Como demuestra el analisis de los resultados, la eleccion de un array
conteniendo distintas proteinas con posible expresion por las células
pleurales murinas y la posibilidad de la simultaneidad en su deteccidn,
permitid determinar la interaccién de las proteinas halladas durante las
distintas fases del experimento, su variacion a lo largo del mismo y su
correspondencia con los cambios observados en la dinamica de la

produccién de apoptosis y muerte celular.

Conociendo la naturaleza de las distintas familias de citocinas, podemos
afirmar que la respuesta de las células pleurales al choque térmico,
permite el mantenimiento en altos niveles de expresion de distintas
proteinas con marcado caracter proinflamatorio como MIP-2, KC, MCP-5
y RANTES, con alto poder quimioatrayente sobre los polimorfonucleares
y activadoras de monocitos y macrofagos y la disminucion marcada de
proteinas inhibidoras de la sintesis de otras citocinas antiinflamatorias (IL-

10), o de la actividad proinflamatoria de la célula (sTNF-R). Teniendo en
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cuenta su accién, las variaciones en su expresion podrian estar en
relacion con la puesta en marcha de mecanismos de regulacién de la

estructura y viabilidad celular como respuesta a la hipertermia.

La elevacién de la temperatura del medio de cultivo a 42 °C disminuye de
forma acentuada la mayor parte de las citocinas con marcada expresion a
40 °C, aunque proteinas proinflamatorias como MIP-2, MCP-5 y RANTES
con accion quimioatrayente de monocitos y macrofagos se mantienen a
esta temperatura en rangos de expresién elevados. Estos hechos
estarian en concordancia con el porcentaje observado en estas
condiciones de células con pérdida de su actividad vital y su ulterior

fagocitosis por los monocitos y macréfagos.

Tras anadir al cultivo celular cisplatino, se observa un marcado descenso
con la hipertermia de la expresion celular proteica a medida que se eleva
la temperatura. La elevacion de la temperatura del cultivo celular a 40 °C
y 42 °C, revela la progresiva desaparicion de la practica totalidad de las
proteinas, restando tan soélo como considerable una discreta expresién
de IL-6 (30%) y de MIP-2 (40%). En definitiva, la adicién del citostatico
anula progresivamente y a medida que se eleva la temperatura la
produccién de citocinas por las células pleurales y su desaparicion
conlleva a investigar el estado real de éstas tras la administracion del

citostatico.

A 37 °C se observa en el cultivo un escaso porcentaje de células en
apoptosis, pero éste inicia su incremento cuando las condiciones
térmicas del sobrenadante se elevan a 40 °C. La adicidn de cisplatino al
sobrenadante celular produce un claro incremento del porcentaje de
células en apoptosis y necrosis que se hace porcentual y dinamicamente

mas patente a medida que se eleva la temperatura de 37 a 42 °C.

174



Conclusiones

10.

11.

12.

La aceptacion en nuestro estudio de una concentracion de 33,7 pg/ml de
cisplatino como la dosis de citostatico afiadida a las muestras de células
pleurales sometidas a temperaturas de 37 °C, 40 °C y 42 °C, nos ha
permitido corroborar su capacidad para incrementar el grado de
apoptosis y necrosis celular en la muestra a medida que se eleva la

temperatura.

Los resultados obtenidos permiten reafirmar la idoneidad de Ia
concentraciéon activa de cisplatino de 33,7 ug/ml en liquido de lavado
pleural sefalada como idénea en destacados estudios clinicos, maxime
teniendo en cuenta las bajas concentraciones en plasma del citostatico
halladas en esos estudios durante la perfusion intrapleural hipertérmica

del medicamento.

El conocimiento de la dinamica de accién sobre las células pleurales de
la hipertermia y la quimioterapia puede verse reforzado por el de la
reaccion celular proinflamatoria inducida por estos agentes y la relacién
entre la expresion de diferentes proteinas proinflamatorias y la

produccién de apoptosis y necrosis celular.

Las variaciones observadas en la expresion proteica de las células
pleurales ante el estimulo térmico y citostatico podrian convertirse en una
via de sefalizacion de la viabilidad celular tras la aplicacién de los
estimulos terapéuticos estudiados, hipertermia y quimioterapia, y su

sinergia en la accion.

La trascendencia de estos hallazgos y su posible aplicacion a nuevos
disefios y estrategias de aplicacion clinica de la quimioterapia intrapleural
hipertérmica, deberia ser definitivamente fijada mediante la ampliacion
de estas investigaciones tanto en células mesoteliales normales como

neoplasicas.
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Tablas

Tabla I: Estadios de Butchart

Infiltracién de las pleuras parietal, visceral, mediastinica,

Estadio | diafragmatica sin sobrepasarlas
. Infiltracidon extrapleural con afectacion de estructuras
Estadio Il . L . .
mediastinicas y adenopatias intratoracicas
Estadio Il Infiltracion de diafragma y peritoneo, afectacion de la pleura
contralateral, afectacion de adenopatias extratoracicas
Estadio IV Presencia de metastasis a distancia
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Tabla lla: Clasificacién de los mesoteliomas segun el factor T
(tumor primario)
Clasificacion del International Mesothelioma Interest Group [40]

Tumor limitado a la pleura parietal ipsilateral incluyendo la pleura

Ta mediastinica y diafragmatica, sin afectacion de la pleura visceral

Tumor que afecta a la pleura parietal ipsilateral, incluyendo la pleura
T1b | mediastinica y diafragmatica con focos de afectacion en pleura
visceral

Tumor que afecta a todas las superficies pleurales ipsilaterales
(parietal, mediastinica, diafragmatica y visceral) con al menos una de
las siguientes caracteristicas:
T2 ., . . -
Afectacion del musculo diafragmatico.
Tumor confluente en la pleura visceral (incluyendo las cisuras)
o extension del tumor pleural al parénquima pulmonar subyacente

Tumor localmente avanzado, pero potencialmente resecable. Tumor
que afecta a todas las superficies pleurales ipsilaterales (parietal,
mediastinica, diafragmatica y visceral) con alguna de las siguientes
caracteristicas:

T3 Afectacion de la fascia endotoracica

Extension a la grasa mediastinica

Focos solitarios, completamente resecables, de tumor que se
extienden a los tejidos blandos de la pared toracica

Afectacion no transmural del pericardio

Tumor localmente avanzado irresecable. Tumor que afecta todas las
superficies pleurales ipsilaterales (parietal, mediastinica, diafragmatica
y visceral) con al menos alguna de las siguientes caracteristicas:

Extension difusa de masas multifocales de tumor en la pared
toracica, con o sin destruccién costal
T4 Extension transdiafragmatica tumoral que afecta al peritoneo.
Extension del tumor a la pleura contralateral
Extension del tumor a uno o varios érganos mediastinicos
Extension del tumor a la columna vertebral
Tumor que afecta la superficie interna del pericardio con o sin
derrame pericardico o tumor que afecta directamente al miocardio
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Tabla llb: Clasificacion de los mesoteliomas segun el factor N
(ganglios linfaticos)
Clasificacion del International Mesothelioma Interest Group [40]

NX | No se pueden valorar los ganglios regionales

NO | Ausencia de metastasis en los ganglios regionales

N1 | Metastasis en los ganglios broncopulmonares o hiliares ipsilaterales

Metastasis en los ganglios subcarinales o mediastinicos ipsilaterales,

N2 |. . - L
incluyendo los ganglios de la cadena mamaria interna ipsilateral

Metastasis en los ganglios mediastinicos contralaterales, de la cadena
N3 | mamaria interna contralateral o supraclaviculares ipsilaterales o
contralaterales

Tabla lic: Clasificacion de los mesoteliomas segun el factor M
(metastasis)
Clasificacion del International Mesothelioma Interest Group [40]

MX | La presencia de metastasis a distancia no puede ser valorada.

MO Ausencia de metastasis a distancia.

M1 Presencia de metastasis a distancia.
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Clasificacion del International Mesothelioma Interest Group [40]

Tabla lll: Estadios de los mesoteliomas

Estadio

la

T1a NO MO

Ib

T1b NO MO

T2NOMO

Cualquier T3MO
Cualquier N1MO
Cualquier N2MO

v

Cualquier T4
Cualquier N3
Cualquier M1
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Tabla IV: Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de la necrosis celular

Afectacion de un grupo celular amplio

Alteracién de la permeabilidad de la membrana celular

Edema y aumento de tamafio de la célula

Condensacion irregular de la cromatina

Degradacion irregular del ADN

Ruptura de las estructuras citoplasmaticas

Ruptura de la membrana citoplasmatica y desintegracion celular

Liberacién de enzimas proteoliticas

Reaccion inflamatoria tisular

Imagen de banda continua en electroforesis en gel de agarosa
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Tabla V: Caracteristicas morfolégicas de la célula en apoptosis

Disminucién de volumen

Forma redondeada u oval

Condensacion e invaginacion del citoplasma

Engrosamiento del reticulo endoplasmico

Alteracion de los organulos citoplasmaticos

Disminucion del tamano del nucleo

Condensacioén de la cromatina en forma de semiluna

Fragmentacién nuclear

Formacién de cuerpos apoptéticos
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Tabla VI: Caracteristicas bioquimicas de la apoptosis celular

Precisa energia en forma de ATP

Deshidratacion celular

Pérdida de la simetria de los fosfolipidos de la membrana citoplasmatica

Pérdida del potencial de membrana mitocondrial

Fragmentacion regular del ADN por endonucleasas

Degradacion proteolitica de la membrana nuclear

Fagocitosis de los cuerpos apoptéticos por macrofagos o células proximas

Ausencia de inflamacién tisular

Patrén en escalera en electroforesis en gel de agarosa
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Tabla VII: Técnicas para la determinacion de apoptosis y muerte celular

Método

Descripcion

Microscopia 6ptica

Cambios morfolégicos: modificacién de la
forma y el tamano celular

Microscopia electronica

Cambios morfolégicos: modificaciones
ultraestructurales de mitocondrias, reticulo
endoplasmico, etc.

Electroforesis

Patron en banda o en escalera por
fragmentacion del ADN

Técnica TUNEL

Adicion enzimatica de nucleotidos marcados
a los grupos hidroxilo terminales de los
fragmentos de ADN

loduro de propidio

Se introduce en las células por aumento de
la permeabilidad de la membrana vy tifie los
nucleos

Anexina V

Afinidad por la fosfatidilserina de la
membrana celular. No difunde a través de la
membrana
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Tabla VIII: Clasificacion de las citocinas segun su funciéon

Relacionadas con:
Inflamacion IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-16 y TNF-a
Inmunidad celular IL-2 e INFy
Inmunidad humoral IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13
Homeostasis IL-3, G-CSF, M-CSF y GM-CSF

Tabla IX: Clasificacion de las citocinas segln su accion

. Actua sobre receptores de la propia célula que las sintetiza
Autocrina

. Actua en el entorno celular préximo al lugar de secrecion
Paracrina

. Actua sobre 6rganos o tejidos distantes
Endocrina
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Tabla X: Clasificacion de las citocinas segun sus propiedades

Pleitropia

Una misma citocina puede realizar multiples efectos
biolégicos sobre diferentes células

Redundancia

Varias citocinas pueden ejercer un mismo efecto sobre
diferentes células

Sinergismo

Dos o mas citocinas producen un efecto que se potencia al
actuar conjuntamente

Antagonismo

Varias citocinas pueden inhibirse o bloquearse mutuamente
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Tabla XI: Receptores de citocinas

Tipo de receptor Caracteristicas Citocinas
Poseen varios dominios
Inmunoglobulinas | extracelulares similares a los de las | IL-1 e IL-16

inmunoglobulinas

Factores de
crecimiento
hematopoyético

IL-2, IL-3, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-9, IL-13, IL-
15, G-CSF y GM-
CSF

Interferones

Presentan dos residuos de cisteina
en su porcion extracelular

INF-a, INF-B e INF-y

Factores de
necrosis tumoral

Poseen en el dominio extracelular
varias secuencias, de
aproximadamente 40 aminoacidos,
ricas en cisteina

TNF-ay TNF-B

Quimiocinas

IL-8, RANTES y PAF

Factores de
crecimiento
transformador

TGF-ay TGF-B
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Tabla XII: Clasificacion de las quimiocinas

Con
secuencia
ELR
Quimiocinas
ao CXC

IL-8, GROq,B,vy
ENA-78

Presentan actividad
angiogénica y son
potentes
quimioatrayentes de los
neutréfilos

Sin
secuencia
ELR

IP-10 y SDF-1ay B

Activan los linfocitos Ty
los monocitos y son
angiostaticas

Quimiocinas B o CC

RANTES, eotaxina 1y
2, MCP-1, MCP-2,
MCP-3, MCP-4 y MIP-
1ayp

Quimiotacticas para los
eosinofilos, los linfocitos
T y los monocitos

Quimiocinasyo C

Linfotactina y SCM-1

Inducen la activacion de
los linfocitos T, los
mastocitos y las células
NK

Quimiocinas & o CX;C

Flactalquina o
neurotactina

Interviene en la
quimiotaxis de los
monocitos y los linfocitos
T
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Tabla Xllla: Citocinas relacionadas con la inflamacién

Citocina O_t ras_ Caracteristicas Accion
denominaciones
Quimioatrayente
selectiva de los
Proteina de 8 KDa Irlr?;?]g:;?t?);r y los
RANTES CCL5 que forma parte de '
o Induce la
la familia de IL-8 . .,
proliferacion y
activacion de
células NK'y CHAK
SCYA2, MCAF y SR reclutamiento de
MCP-1 76 aminoacidos .
CCL2 ue forma parte de monocitos en los
q rma p focos inflamatorios
la familia SIG
Péptido de 9,2 Potente
KDa que consta de uimioatrayente de
82 residuos de q y
aminoacidos y los monocitos
MCP-5 CCL12y SCYA12 humanos y de los
forma parte de la X
- macrofagos
familia de .
L peritoneales del
quimiocinas o raton
CC '
Peptidasa de 28 Interviene en la
KDa que degradacién de la
TIMP-1 CLGIly EPA pertenece a la matriz extracelular.

familia de las
metaloproteinasas

Posee actividad
antiapoptética
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Tabla Xlllb: Citocinas relacionadas con la inflamacion

Otras

Citocina . Caracteristicas Accion
denominaciones
Citocina Activa los
MIP-1 CCL3y CCL4 proinflamatoria neut’rc_)ﬂlos,
secretada por los basdfilos y
macrofagos eosinofilos
Citocina o
: . Quimiotactica para
proinflamatoria los leucocitos PMN
MIP-2 CXCL2 y Gro- secretada por los -
: y las células
monocitos y los -
. hematopoyéticas
macrofagos
Glicoproteina
producida por las Interviene en la
G-CSF celulas. producqpn y
endoteliales, los regulacién de los
fibroblastos y los neutréfilos
monocitos
Citocina
proinflamatoria Interviene en la
producida por los activacion de la
IL-6 HGF y BSF2 linfocitos Ty B, los | fiebre y en la

macrofagos, los
fibroblastos y las
células
endoteliales

produccion de
proteinas de fase
aguda
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Tablas

Tabla Xlllc: Citocinas relacionadas con la inflamacién

Otras

Citocina . Caracteristicas Accion
denominaciones
Induce la sintesis

Citocina de IgG. Inhibe la
antiinflamatoria sintesis de

IL-10 CSIF producida por los citocinas
monocitos y los proinflamatorias.
linfocitos Ty B Tiene efectos

antiproliferativos

Citocina Induce la
sintetizada por quimioatraccion,
leucocitos, activacion y

IL-8 CXCL8 fibroblastos y degranulacion de
células epiteliales | los neutrdfilos en el
y endoteliales foco inflamatorio
Quimiocina Actia como
descrita en el ratéon | quimioatrayente de

KC que presenta la neutréfilos ante un
misma actividad estimulo
que la IL-8 inflamatorio
Complejos
proteicos que se
producen por
degradacién Bloquea el TNF e

STNE-R proteolitica de la inhibe su actividad

porcion
extracelular de los
receptores de
membrana para el
TNF

proinflamatoria
sobre la célula
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J.- Iconografia
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pared del cuerpo

Figura 1: Formacion de los canales pleurales primitivos. Tomado de
Langman J. [13]
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Iconografia

Figura 2: Transformacién de los canales pleurales en las cavidades

pleurales primitivas. Tomado de Langman J. [13]
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Figura 3: Formacion de las cavidades pleurales primitivas. Tomado de

Langman J. [13]

218



Iconografia

Figura 4: Mesotelioma pleural maligno
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Figura 5: Caracteristicas histolégicas del mesotelioma pleural maligno
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Figura 6: Tratamiento quirdrgico del mesotelioma pleural maligno
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Figura 7: Pleuroneumonectomia por mesotelioma pleural maligno
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Figura 8: Campana para manipulacion de muestras celulares
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RayBio® Mouse Inflammation Antibody Array Il de RayBiotech Inc.

Pos Pos Neg Neg 6Ckine CTACK Eotaxin GCSF GM-CSF IL-2 IL-3 L4
Pos Pos Neg Neg 6Ckine CTACK Eotaxin GCSF GM-CSF IL-2 IL-3 L4
ILs IL-6 IL-9 IL-10 IL-12 IL-12p70 IL13 L7 IFN-y KC Leptin MCP-1
p40p70
IL-5 L6 Lo IL-10 IL-12 IL-12p70 IL13 L7 IFN-y K Leptin MCP-1
p40p70
MCP-5 | MIP-1a MIP-2 MIP3p | RANTES SCF STNFRI TARC TIMP-1 TNF-« | Trombopoietin | VEGF
MCP-5 | MIP-1a MIP-2 MIP-3p | RANTES SCF STNFRI TARC TIMP-1 TNF-« | Trombopoietin | VEGF
BLANK | BLANK | BLANK | BLANK BLANK BLANK | BLANK | BLANK | BLANK | BLANK BLANK Pos
BLANK | BLANK | BLANK | BLANK BLANK BLANK | BLANK | BLANK | BLANK | BLANK BLANK Pos

Figura 9: Determinaciones del array Il de RayBiotech Inc.
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Figura 10: FACScan para analisis de muestras celulares
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Figura 11: Procedimiento anestésico
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Figura 12: Incision cutanea de esternolaparotomia media
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Figura 13: Apertura del peritoneo parietal
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Figura 14: Apertura de la cavidad pleural derecha
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Figura 15: Instilacién en la cavidad pleural de suero fisioldgico tamponado
con fosfato PBS 0,15 M
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Figura 16: Células mesoteliales y macrofagos pleurales
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RayBio® Mouse Inflammation Antibody Array Il de RayBiotech Inc.
IL-8 Quimiotactica para polimorfonucleares

(KC en raton)

IL-6 Activa seializacion de superficie celular

IL-10 Activa células “asesinas” y células T

RANTES Pone en marcha inflamacion modulada por células T
MCP-1 Quimiotactica de linfocitos

MCP-5 Atrayente de monocitos y macréfagos

TIMP-1 Inhibidora de colagenasa degradadora matriz extracelular
sTNFR Factor de necrosis tumoral. Proinflamatoria

MIP1 Actia sobre fagocitos mononucleares y macréfagos
MIP2 Responsable de migracion de neutroéfilos

G-CSF Estimula colonias de granulocitos

Figura 17: Citocinas determinadas en el array utilizado en el estudio
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Figura 18: Peliculas autorradiograficas escaneadas por transparencia
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