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Resumen nally, the specific sensitiveness of each type of lesion (pri-

Estudiamos la respuesta inmunitaria antitumoral a Io lar-
go del proceso metastisico, mediante el estudio del poten-
cial citotéxico generado por los linfocitos T, células NK y
macré6fagos, a lo largo del proceso neoplisico experimental
del melanoma B16F10. Estudiamos, asimismo, las modifi-
caciones que en esta respuesta origina la administracion de
ciclosporina A. Finalmente, valoramos la sensibilidad espe-
cifica de cada tipo de lesién (tumor primario y metastasis)
frente a dicha respuesta inmunitaria. Los hallazgos funda-
mentales han sido: 1) La accidn antitumoral de los linfoci-
tos T y células NK contra las células del melanoma BI16F10
es muy elevada durante la fase de diseminacién tumoral de
estas células, decreciendo con el desarrollo de las metasta-
sis hepiticas, 2) Las células del melanoma B16F10 varian
significativamente en su sensibilidad a las células efectoras
del huésped. 3) La administracién de dosis inmunosupreso-

" ras de ciclosporina A reduce Ia accién de los linfocitos T y

los macréfagos contra las distintas lineas B16F10, mientras
que no afecta la actividad tumoricida de las células NK.

Abstract

The authors study antitumoral immunitary response
throughout a metastatic process by means of a study of cy-
totoxic potential generated by lymphocytes T, cells and ma-
crophages over the experimental neoplastic process of
B16F10. The modifications that the administration of
cyclosporine A causes in this response are also studied. Fi-
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" mary tumour and metastasis) is valued as opposed to such

immunitary response. The fundamental findings have been:
1) The antitumoral action of lymphocytes T and NK cells
against the cells of the B16F10 melanoma is very high dur-
ing the stage of tumoral dissemination of these cells, dimi-
nishing with the development of hepatic metastases. 2) The
cells of the B16¥10 melanoma vary significantly in their sen-
sitiveness to the effecting ‘cells of the host. 3) Administra-
tion of immunosuppressive doses of cyclosporine A reduces
the action of lymphocytes T and macrophages against the
different B16F10 lines, whereas it does not affect the tumo-
rizing activity of NK cells.

Zusammen{assung

Die Verf. studieren die antitumorale immunitire Reak-

“tion wihrend des metastatischen Prozesses durch eine Un-

tersuchung des zytotoxischen Potentials, das durch die
Lymphozyten T, die NK Zellen und die Makrophagen wih-
rend des experimentellen neoplastischen Prozesses des Me-
lanoms BI6F10 erzeugt wird. Ferner untersuchen sie die
Anderungen, die durch die Verabfolgung des Zyklosporins
A bei dieser Reaktion erzeugt werden. Schliesslich wiirdi-
gen sie die spezifische Sensibilitdt einer jeden Verletzung
(primirer Tumor und Metastase) gegenueber dieser immu-
nitiren Reaktion. Die wichtigsten Befunde waren die fol-
genden: 1) Die antitumorale Wirkung der Lymphozyten T
und der Zellen NK gegen die Zellen des Melanoms B16F10
ist wihrend der Phase der tumoralen Ausbreitung dieser Ze-
llen sehr stark, si sie nimmt jedoch mit der Entwicklung der
hepatischen Metastase wieder ab. 2) Die Zellen des Mela-
noms B16F10 unterliegen betrichtlichen Schwankungen in
ihrer Empfindlichkeit gegeniiber den Wirkungszellen des
Gastes. 3) Durch die Verabfolgung der immunosuppresso-
rischen Dosen von Zyklosporin A wird die Wirkung der
Lymphozyten T und der Makrophagen gegen die verschie-
denen Linien B16F10 herabgesetzt, wihrend die tumorizide
Titigkeit der Zellen NK nicht in Mitleidenschaft gezogen
wird.
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Résumeé

Nous étudions la réponse immunitaire antitumorale au
cours du processus métastatique, au moyen de I’étude du po-
tentiel cytotoxique produit par les lymphocytes T, les cel-
lules NK et les macrophages, au cours du processus néopla-
sique expérimental du mélanome B16F10. Nous étudions
également les modifications produites dans cette eponse par
P'administration de cyclosporine A. Finalement, nous éva-
luons la sensibilité spécifique de chaque type de lésion (tu-
meur primaire et métastase) face a cette réponse immuni-
taire. Les observations fondamentales ont été: 1) L’action
antitumorale des lymphocytes T et des cellules NK contre
les cellules du mélanome B16F10 est fort élevée pendant la
phase de dissémination tumorale de ces cellules et décroit
avec le développement des métastases hépatiques. 2) Les cel-
lules du mélanome B16F10 varient de fagon significative
dans leur sensibilité aux cellules effectrices de I’hote. 3) L'ad-
ministration de doses immunodépressives de cyclosporine A
réduit I'action des lymphocytes T et des macrophages contre
les diverses lignes B16F10, tandis qu’elle n'affecte pas I’ac-
tivité tumoricide des cellules NK.

Introduccion

En la actualidad se considera que el progreso tu-
moral depende de un complejo juego de interacciones
entre una fuente activa productora de células tumo-
rales con caracteristicas bioldgicas muy diversas!-2y
un nutrido nimero de mecanismos biologicos natura-
les dependientes del organismo huésped como la res-
puesta inmune > 4; modulacién metabdlica y angidge-
na’ o control proliferativoé. Se ha sugendo que el
control de la diseminacién metastatica por parte del
huésped se realizaria principalmente por respuesta no
especifica de las céluclas NK7 y macrofagos®, asi
como por los linfocitos T citoliticos¢. A pesar de que
la interaccion de estas células con las células tumora-
les puede producirse a lo largo de todo el proceso neo-
plasico, existen numerosos datos experimentales y cli-
nicos que indican una depresién de la respuesta in-
mune en fases avanzadas de la progresién neoplasica®.

Por otra parte, hoy se considera el proceso metas-
tatico como un fenémeno selectivo, en el cual sélo las
células tumorales capaces de eludir las defensas del
huésped serian capaces de completar el proceso y de-
sarrollar focos metastaticos 9.

Nos proponemos en este trabajo evaluar la respues-
ta inmunitaria antitumoral a lo largo del proceso me-
tastatico, mediante el estudio del potencial citotdxico
generado por los linfocitos T, células NK y macroéfa-
gos a jo largo del proceso neoplésico experimental del
melanoma BI6F10. Estudiamos, asimismo, las modi-
ficaciones que en esta respuesta origina la administra-
cion de ciclosporina A, Finalmente, valoramos la sen-
sibilidad especifica de cada tipo de lesién (tumor pri-
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mario y metastasis) frente a dicha respuesta inmuni-
taria. ) ) )

Material y métodos

Animales

Se han utilizado ratones C57BL /6, hembras de seis-
ocho semanas de edad, proporcionados por los labo-
ratorios Iffa-Credo (Francia). Fueron alojados 10 ani-

" males por jaula y alimentados ad libitum. Sus pesos

se controlaron periddicamente.

Células tumorales y condiciones de cultivo

Las células BISF10 v <l linfoma YAC-1 nos fueron
amablemente proporcionados por la doctora M. F.
Poupon (Villejuif, Francia). Ambas lincas fueron
mantenidas en cultivo mediante incubacién en estufa
a 37°C en atmésfera himeda y 5 % de CO,. El me-
dio se cambid cada tres dias. Semanalmente se reco-
lectaron las células y se subcultivaron. Los cultivos se
controlaron periédicamente para descartar la conta-
minacién por microplasma.

Adicionalmente hemos utilizado la linea B16-esplé-
nica (B16-B), derivada del tumor primario desaryolla-
do en ¢l bazo tras la inoculacién de 1 x 105 células
B16F10. y la linea Bl6-metastatica (B16-H). obtenida
de las lesiones metastaticas desarrolladas en el higa-
do dé los animales portadores del melanoma BI16F10
intraesplénico. Estas lineas fueron obtenidas median-
te explante y cultivo de cuarenta y ocho horas, de
fragmentos del tumor esplénico y de metastasis hepa-
ticas en los dias siete y doce de evolucién tumoral.

Ciclosporina A {CsA)

Proporcionada por los laboratorios Sandoz (Basi-
lea, Suiza). Ha sido suspendida en aceite de oliva y
administrada mediante inyeccién s.c. diaria a una do-

sis de 80 mg/kg'.

Evaluacién de la citotoxicidad mediada por
macrofagos

Aislamos macrofagos peritoneales, segun se ha des-
crito previamente 12 ¥, de animales portadores de tu-
mor intraesplénico, tratados y no tratados con CsA,
en los dias siete y doce del desarrollo neoplasico. Asi-
mismo, se han aislado en animales control, no porta-
dores de tumor, tratados y no tratados con CsA.

Las células de las tres sublineas del melanoma:
BI6F10 en cultivo (B16-C): B16 esp¥nica (B16-B), v
Bl6-metastatica (B16-H), son marcadas con (1'*) io-
dodeoxiuridina, (0,2 uCi/ml; actividad especifica, 500
uCi/mmol; New England Nuclear, Boston). Se reali-
za cocultivo macrédfago-célula diana a una concentra-
cién de 10/1, incubando el mismo en atmoésfera hu-




meda y 5 % de CO, durante setenta y dos horas. La
radiactividad se cuantificé en un contador de cente-
lleo (Packard. auto-gamma 5650V 1 a actividad cito-
16xica de los macrofagos se calculo por el siguiente
procedimiento:

% citotoxicidad =100 (cpm CMM control-CMM
tumor/cpm CMM control).

cpm CMM conirol = cuentas por minuto del culti-
vo mixto de las células diana con macroéfagos no sen-
sibilizados de animales control.

cpm CMM tumor = cuentas por minuto del cultivo
mixto de células diana con macréfagos sensibilizados
de animales portadores de tumor.

Evaluacion de la citotoxicidad mediada
por células NK.

Las células NK han sido obtenidas de la porcion
del bazo no afectada por el tumor de animales trata-
dos v no tratados con CsA y sacrificados en los dias
siete y doce de la progresion neoplasica. Asimismo,
se han obtenido células NK del bazo de animales nor-
males tratados y no tratados con CsA. La suspension
celular se preparéd mediante la fragmentacion del
bazo, v fue sometida al proceso de aislamiento de
grandes linfocitos granulares descrito con anteriori-
dad 212, La proporcién de grandes linfocitos granu-
lares obtenidos se determiné mediante tincién de
Giemsa. La estimacion de éstos se realizd segin los
criterios de Timonen .y representaron una propof-
ci6n cercana al 80 %.

Las células diana, incluyendo el linfoma YAC-1y
las tres lineas del melanoma BI6. se marcaron con
(CrS1) cromato sodico (Amershan International NK),
tras o cual fueron enfrentadas con la poblacion efec-
tora en una proporcion de 10 {(efectora) a 1 {diana).
Las células fueron cocultivadas a 37 °C en atmésfera
humificada y 5 % de CO, durante dieciocho horas. El
porcentaje de citotoxicidad se calculd segiin la si-
guiente formula:

G citotoxicidad = 100 = (liberacion experimen-
1al - liberacion espontinea/liberacion maxima - libe-
racion espontanea).

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron por cua-
druplicado.

Evaluacion de la citotoxidad mediada
por linfocitos T

Hemos obtenido linfocitos de sangre periférica > !}
de animales con tumor intraesplénico, tratados y no
tratados con CsA v sacrificados los dias siete y doce
de evolucion tumoral. Asimismo, se han obtenido de
animales control sin tumor. tratados y no tratados con
CsA. :

Las células diana de las distintas poblaciones del
melanoma B16 fueron marcadas con Cr51. Posterior-
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mente se afiadieron los linfocitos en una proporcién
de 10/1. Tras dieciocho horas de incubacién se valo-
ro la citotoxicidad liberada segun la expresion:

9% citotoxicidad =100x(liberacién experimental -li-
beracion espontanea/liberacién maxima-liberacion
espontanea).

Andlisis estadistico .

Las significaciones estadisticas de los datos obteni-
dos se han determinado mediante el test de Student
para los limites del 1 y 5 por ciento. .

Resultados

-

Cinética de la actividad tumoricida mediada por
linfocitos T y células NK durante la progresion neo-
plasica del melanoma BI6FI0.

En esta serie de experiencias hemos déterminado la
cinética de la actividad citolitica de los linfocitos T y
células NK contra las células del melanoma B16F10
durante su progresiéon neoplasica en animales singé-
nicos, como tumor intraesplénico y metastasis hepa-
tica. Los resultados quedan resumidos en la figura |
y tablas 1 y 1I. En primer lugar, cuando las células
del melanoma se cocuitivaror con linfocitos T no sen-
sibilizados, se observé una baja citolisis tumoral. Sin
embargo, el séptimo dia de evolucion tumoral, cuan-
do el animal inoculado ha desarrollado un tumor in-
traesplénico y pequefias metéstasis hepaticas, se ob-
servod una muy clara diferencia en la susceptibilidad
de las distintas lineas del melanoma a los linfocitos T
sensibilizados, pues las células del tumor esplénico
(B16-B) fueron mucho mas sensibles a la accion cito-
litica de los linfocitos T que la linea B16F10 mante-
nida en cultivo {B16-C) y la derivada de las metésta-
sis hepaticas (B16-H). Posteriormente, el dia doce de
evolucién tumoral, cuando el tumor intraesplénico y
las metastasis hepaticas se encuentran plenamente de-
sarrolladas, la susceptibilidad de las distintas pobla-
ciones de células B16 a la accion de los linfocitos T
disminuyo significativamente, especialmente con res-
pecto a la linea Bi6-esplénica.

Cuando incubamos células NK de animales control,
sin tumor, con las diferentes lineas celulares, tanto la
linea B16-B como la linca B16-C mantenida en culti-
vo presentaron un porcentaje de citotoxicidad simila-
res a los obtenidos con el linfoma YAC-1. Sin embar-
go, las células Bl6-metastasis no evidenciaron sensi-
bilidad a estas células NK. El séptimo dia de evolu-
cion las células NK de animales portadores de tumor
muestran una muy elevada eficacia citolitica contra
las células B16-B, en contraste con la estabilidad de
los valores obtenidos con las lineas B16-C y linfoma
YAC-1 y la elevada resistencia a la lisis de las células
B16-H. Finalmente, el doceavo dia de evolucion tu-
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F'ig. 1.— Perfiles de actividad citolitica de los linfocitos T y de las
células NK conira las distinias lineas del melanoma B-16 y el lin-
Sfoma YAC-I.

moral se apreci6 una intensa depresién de la respues-
ta NK cantra las diferentes poblaciones celulares; (ini-
camente las células Bl6-esplénico mostraron un pe-
quefio porcentaje de citotoxicidad, pero las cifras de
citdlisis obtenidas sélo representaron un 32 % de las
presentadas por estas células el séptimo dia de evolu-
cién tumoral.
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Tabla 1
Cinética de la actividad citolitica de los linfocitos T durante la
progresién neoplisica intraesplénica del melanoma B-16

Dias Porcentsje
de evolucién de liberacién

Linea tumoral

del tumor especifica de CrS1

Tumor esplénico Sin tumor 128 25
(B16-B) Dia séptimo 754 *£53
Dia duodécimo 1905+ 1.4

Metastasis hepética Sin tumor 6,02+ 06
(B16-H) Dia séptimo 12,20 £ 5.8
Dia duodécimo 550+ 0,3

I inea original mantenida Sin wumor 1470 £ 0.6
en cultivo (B16C) Dia séptimo 13,80 + 5.3
Dia duagécimo 63015

* Media de cuatro determinaciones después de dieciocho horas de cuhive mixio.

Tabla I1 o
Cinética de la actividad citolitica de las células NK durante la
progresién neoplisica intraespiénica del melanoma B-16

Dias Porcentaje
de evolucion de liberacién

Linea tumoral

del tumor  especifica de CrS1
Tumor esplénico Sin wumor 16,80 = 3.0
(B16-B) Pia séptimo 4890+ 7.4
Dia duodécimo 1590+ 1.3
Metastasis hepatica Sin tumor -
(B16-H) Dia séptimo 470+ 1.3
Dia duodécimo —
Linea original mantenida Sin tumor 1390+ 1.2
en cultivo (B16-C) Dia sé¢ptimo 13,80 £ 5.2
Dia duodécimo —
Linfoma YAC-I Sin tumor —
Dia séptimo 13,20 £ 2,1
Dia duodécimo 03004

* Media de cuairo determinaciones después de dieciocho horas de cultivo mixto.

Efecto citolitico de los macréfagos peritoneales de
animales portadores de tumor contra las distintas cé--
lulas del melanoma.

El resultado de esta experiencia se resume en la 1a-
bla I1l. En la misma se aprecia cémo las células deri-
vadas del tumor intracsplénico fueron significativa-
mente mas susceptibles a la citdlisis mediada por ma-
créfagos que las derivadas de las metastasis hepati-
cas. La susceptibilidad de la linea B16-C a {a accidn
de los macréfagos fue significativamente menor a la
presentada por las otras lineas.

Efecto de la CsA sobre las defensas antitumorales del
huésped en animales portadores del melanoma

BI6Fl0.

La figura 2 y tablas IV y V representan los resulta-
dos de las determinaciones de la actividad citolitica
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Tabla 111

Citélisis in vitro medizda por macréfagos

Citélisis de las diferentes células dians

Origen de la poblacion dianz Bl6.C Bi6-B Bl6-H
Sin CSA Lt nessae s 38,1 £ 6,40 76,8 + 2,88* 48,17 £ 6,45*
€N CSA ittt sene s st 213+ 113 205+ 11,5 3,05 £ 1.30*

* Diferencias significativas (p < 0.01).

= Los datos expresan los porcentajes medios de citdlisis 2 SD de ocho cultivos por cada txpevi_cncia.
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Tabla IV

Efecto de la ciclosporina A sobre la actividad citotéxica de los
linfocitos T de ratones portadores de melanoma B-16

Dias Porcentaje
Linea tumoral de evolucion de liberacién
del tumor especifica de Cr51
Tumor esplénico Sin tumor 741£3,1
(B16-B) Dia séptimo 430 £2,0
Dia duodécimo 18,22 + 3,31
Metéstasis hepética Sin tumor —

(B16-H) Dia séptimo 570%0,8
Dia duodécimo 1,50 £ 0,8
Linea original mantenida Sin tumor 7.80%1,7
en cultivo (B16-C) Dia séptimo 10,90 1+ 0,1
Dia duodécimo 9,50 + 0,5

« Media de cuatro deierminaciones después e dieciocho horas de cultivo mixto.

Tabla V

Efecto de la ciclosporina A sobre la actividad citotoxica de las
células NK de ratones portadores de melanomas B-16

Dias Porcentaje
de evolucion de liberacion
del tumor especifica de Cr51

Linea tumoral

Tumor esplénico Sin tumor —

(B16-B) Dia séptimo 44,70 + 4,6
Dia duodécimo 11,50 £ 2,7
Metastasis hepatica Sin tumor —
(B16-H) Dia séptimo 5,40+03
Dia duodécimo 1,00 £ 0,0
Linea original mantenida Sin tumor 14,70 £ 2,0
en cultivo (B16-C) Dia séptimo 910+ 13
Dia duodécimo —
Linfoma YAC-! Sin tumor —
Dia séptimo 13,20 & 2,1
Dia duodécimo 0,50 £ 0,2

* Media de cuatro determinaciones después de dicciocho horas de cuhtivo mixto.

Fig. 2.— Perfiles de la actividad citotéxica de los linfocitos T y de
las células NK de raiones poriadores de melanoma B-16. someti-
dos a 1ratamienio con CsA.

de los linfocitos T y células NK contra las distintas
lineas celulares en los estadios inicial y final del pro-
ceso neoplasico. La accién tumoricida de los linfoci-
tos T decreci6 significativamente el séptimo dia fren-
te a las tres variantes del melanoma ensayadas. Pos-
teriormente, el doceavo dia la liberacién del Cr51 por
parte de las células diana no varié significativamente
en relacién con los controles no tratados. En contras-
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te con ésta reduccion de la actividad de los linfocitos
T producida por la CsA, la cinética de la actividad ci-
tolitica de las células NK no varié significativamente
respecto a los controles, con excepcion de las células
NK de los animales no portadores de tumor, que evi-
denciaron una disminucién variable de su capacidad
litica contra las células diana.

Los macrofagos, a su vez, mostraron una disminu-
cion significativa en Jos valores de citélisis frente a to-
das las lineas tumorales diana ensavadas (tabla III).
‘Ademas de estas modificaciones cuantitativas, hemos
observado modificaciones cualitativas en la actividad
de los macréfagos peritoneales de animales portado-
res de tumor tratados con CsA. Asi, mientras las li-
neas esplénica y metastatica eran lisadas mas eficaz-
mente que la linea original. en cultivo. por los macré-
fagos de animales no tratados, los macréfagos de ani-
males portadores de tumor tratados con CsA lisaron
la linea original (B16-C) con igual eficacia que la li-
nea esplénica y con mucha mavor eficacia que la li-
nea metastatica. Desde otro punto de vista, las célu-
las tumorales de animales tratados con CsA incremen-
taron su resistencia a los macréfagos en un 74 % (li-
nea espiénica) y 93 % (linea metastatica) en relacion
a Jas mismas células de animales no tratados. Sin em-
bargo, las células en cultivo incrementan su resisten-
cia en sélo un 45 % en comparacién a las mismas cé-
lulas cultivadas con macrdfagos de animales no tra-
tados con CsA.

Discusion

Los hallazgos mas importanies de las experiencias
desarroliadas en este sistema tumoral experimental
sugieren que: 1) La accién antitumoral de los linfoci-
tos T y células NK contra las céulas del melanoma
B16F10 es muy elevada durante la fase de disemina-
cion tumoral de estas células, mientras que decrece
posteriormente coincidiendo con el pleno desarrolio
de las metatasis hepaticas. 2) Las células del melano-
ma B16F10 varian significativamente en la suscepu-
bilidad a las células efectoras del organismo huésped,
pues las células derivadas de las metastasis hepaticas
presentan una mayor resistencia a la accién de los lin-
focitos T y células NK que las derivadas del tumor pri-
mario intraesplénico y las células de la linea mante-
nida en cultivo. 3) La administracién de dosis inmu-
nosupresoras, no toxicas, de CsA a los animales por-
tadores de tumor reduce la accidn de los linfocitos T
vy los macréfagos contra las distintas lineas B16, mien-
tras que no parece afectar significativamente la acti-
vidad tumoricida de las células NK.

En este trabajo hemos utilizado un sistema experi-
mental de producciéon de metastasis hepaticas recien-
temente disefiado . En el mismo se¢ divide el proceso
metastatico en dos fases: una inicial, hasta el desarro-

250

llo de focos micrometastaticos, que incluiria fendme-
nos previos a la implantacién, como diseminacién de
las células tumorales, detencion y extravasaciéon?; y
una fase final. hasta el completo desarrollo de las me-
tastasis v que dependeria de fendmenos posteriores a
la extravasacidn. como invasion. proliferacién y neo-
vascularizacion'!. De acuerdo con este sistema, se ha
demostrado como distintas lineas tumorales si_bien
presentan un desarrollo metastatico final similar pue-
den presentar 1mportantcs diferencias €n su compor-
tamicnto metastatico en cada una de las fases. espe-
cialmente con respecto a sus propiedades clonogéni-
cas, invasivas v proliferativas 3.

De acuerdo con los actuales conocimientos sobre
la diseminacién metastatica, egtas. diferencias en el
comportamiento de las células tumorales en las dife-
rentes fases del proceso podrian explicarse en ¢l con-
texto de las interacciones huésped—célula tumoral.
Existen numerosas referencias que indican que la ac-
tividad de los linfocitos T, células NK y macroéfagos
pueden estimular. inhibir o no afectar la diseminacién
metastatica dependiendo de la fase del proceso ' y del
fenotipo especifico de la célula tumoral "%, Los re-
sultados de nuestro trabajo sugieren que la cinética
de los principales efectores de la respuesta inmune an-
titumoral en este sistema cxpcnmcntal implica una
reaccion en dos fases: una primera que coincide con
la diseminacién de las células tumorales y la coloni-
zacién del érgano diana: v una segunda coincidente
con e} pleno desarrollo del proceso metastatico. Exis-
ten referencias de diversos en los que las células efec-
toras de la respuesta inmune son particularmente efi-
caces en ¢l control de la diseminacién y de ia implan-
tacién inicial en los drganos diana. Asi, tanto los lin-
focitos T4 como las células NK 1% 2.2 podrian par-
ticipar en la eliminacion de las células tumorales que
penetran en el torrente sanguineo, y que los macré-
fagos activados serian especialmente eficaces en la
destruccién local de las células tumorales detenidas
en los 6rganos diana* 2.

Se ha demostrado, en diversos sistemas experimen-
tales, que existe una estrecha relacion entre la activi-
dad metastatica y la insensibilidad a la actividad de
las células NK '*-2 o a los linfocitos T 5-24, En nues-
tro trabajo se confirman estos datos, pues las células
del melanoma B16F10 obtenidas de las metastasis he-
péaticas muestran una elevada resistencia a la activi-
dad citotédxica de los linfocitos T v células NK en com-
paracidon con las obtenidas del tumor primario esplé-
nico. Por otra parte, durante afios se ha supuesto que
los macréfagos no distinguirian entre las células tu-
morales metastaticas y no metastaticas® v se ha su-
gerido que su accion tumoricida inespecifica no posi-
bilitaria ¢} desarrollo de variantes celulares resistentes
con propiedades metastaticas 2*. Nuestros resultados
apoyan esta idea. pues encontramos valores impor-
tantes de citolisis contra Jas distintas lineas celulares.




Sin embargo, nuestros resultados también muestran
una menor susceptibilidad a la accién de los macré-
fagos de las células mantenidas en cultivo y de las de-
rivadas de las metastasis en comparacion con las del
tumor primario intraesplénico. Se ha sefialado que de-
terminadas condiciones de las células diana como el
tiempo de cultivo podrian influir su susceptibilidad a
los macréfagos . Asimismo, se ha sugerido que las di-
ferencias respecto a la susceptibilidad a los macroéfa-
gos mostradas por las células metastaticas podria ser
explicada en el contexto de factores ambientales en
vivo ¢ in vitro que modulasen la susceptibilidad de las
células diana %,

Los resultados sobre la actividad inmunitaria de los
animales con enfermedad metastatica plenamente de-
sarrollada muestran una importante caida de las de-
fensas del huésped. Este hecho ha sido frecuentemen-
te sefialado tanto en neoplasias experimentales como
clinicas?, especialmente en estadios tardios de la pro-
gresion maligna. En la actualidad esta caida de la res-
puesta inmune es atrbuida a la generacion de pobla-
ciones de linfocitos T?? y de macréfagos 28 con activi-
dad supresora sobre los circuitos reguladores de la ac-
tividad inmune antitumoral. Recientemente se ha co-
municado que las células melanoma B16F10 y sus me-
tastasis liberan vesiculas derivadas de la membrana
plasmatica que pueden inhibir la induccién de macro-
fagos antigenos la (+) por el gamma IFN, asi pues,
bloqueando las etapas iniciales en la elaboracién de
la respuesta antitumoral inmune .

Respecto a la CsA, parece que su accién inmuno-
supresora principal la produce interfiriendo con la ac-
cion de los linfocitos T3, Ademas. recientemente se
le han atribuido importantes efectos como inhibidora
de la respuesta mitdgena de los linfocitos T y de las
reacciones de hipersensibilidad retardada. Asimismo,
diversas experiencias in virro han demostrado la po-
tente accion de este agente en la inhibicion de linfo-
quinas3'. Sin embargo, no parece clara su participa-
cion en la actividad funcional de los leucocitos neu-
trofilos, células NK y macrofagos. La clara disminu-
cion de la lisis de las células del melanoma evidencia-
da en nuestro trabajo confirma el efecto descrito de
la CsA sobre esta poblacion efectora de sistema in-
mune. Pero resulta muy llamativo que este efecto se
manifieste fundamentalmente en la fase inicial del
proceso metastatico, que es cuando se desencadena la
mavor accion citotoxica de los linfocitos T. No ocu-
rre lo mismo en la fase final de este desarrollo tumo-
ral. va que la afectacion de la débil accion citotdxica
existente resulta proporcionalmente menos afectada.
Nuestros resultados muestran, asimismo, una clara in-
terferencia de la CsA sobre la dinamica de interacciéon
entre los macrofagos v las células tumorales, que se
traduce no solo por cambios cuantitativos de la cito-
lisis, sino también por alteraciones cualitativas hacia
las distintas poblaciones tumorales, dependiendo de

Efecto de la ciclosporina A
. sobre la respuesta inmunitaria antitumoral
1. Loépez de Tejada v cols.

su procedencia. Estos resultados son dificiles de con-
trastar, dada la carencia de datos al respecto. No obs-
tante, recientemente se ha demostrado una inhibicion
in vitro de la acci6n citolitica de los macréfagos sen-
sibilizados contra las células tumorales del melanoma
Bi6F 10 por parte de la CsA. Dicho efecto es dosis de-
pendiente y puede llegar a antagonizar por completo

. la activacion macrofagica 32, Para explicar estos efec-

tos biologicos de la CsA hay que recordar que este
agente es un potente inhibidor de la interleuquina-1,
hormona implicada en la regulacion del fenotipo tu-
moricida por parte de los macrofagos. En efecto, la
CsA actuaria impidiendo el incremento intracelular
de calcio, necesario para ¢l inicio de la secuencia de
fenémenos conducentes a la activacion macrofagica y
a la subsiguiente liberacion de factores efectores por
parte de los macréfagos.
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