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RESUMEN

La inmunoterapia representa actualmente una alternativa para el tratamiento del cancer, con
algunas ventajas sobre la terapia convencional. como son la especificidad y ausencia de
efectos secundarios en la mayoria de los casos. La Interleucina-2/1L-2) recombinante es una
de las citoquinas méas ampliamente utilizada en la Inmunoterapia de tumores solidos, dada su
capacidad de activar algunos sistemas citotoxicos antitumorales del huésped. Los estudios
clinicos que se han realizado indican que la [L-2presenta un efecto antitumoral importante
en esquemas de dosis que generalmente producen efectos téxicos. Debirdo a su elevada
toxicidad es necesario desarrollar mecanismos para disminuir estos efectos. manteniendo o
aumentando la actividad antitumoral. En este trabajo se plantcé la hipotesis de que la
encapsulacion de 1L-2 en liposomas biodegradables puede incrementar la actividad de la IL-
2 recombinante , y disminuir o eliminar los efectos toxicos en un modelo murino de cancer
experimental. Para probar dicha hipétesis se desarrollo un modelo experimental en ratones
BALB/c inoculando en forma subcutanca 2.5 X 10° células de linfoma L-5178Y el cual
produce un tumor con crecimiento local progresivo que termina diseminindose a otros
tejidos ocasionando una mortalidad mayor al 90% a los 30 dias después de la inoculacion de
las células tumorales. Bajo estas condiciones se manejaron diferentes dosis, tiempos y vias
de administracion de la IL-2 recombinante libre y atrapada en liposomas. La administracion
de 10000, 20000 y 40000 U de IL-2 libre por via intravenosa (i.v) no modificaron el periodo
de sobrevivencia en los ratones portadores del tumor ; a excepcion de la administracion de
20000 U por via intratumoral (i.t), que producen un efecto antitumoral con una
sobrevivencia del 40%. Con la administracion de 3000 U de IL-2 libre no se obtiene ninglin
efecto antitumoral, mientras que la admunistracion de 5000 U de IL-2 encapsulada en
liposomas origina un 60% de sobrevivencia por via i.v y un 70% por via 1.t , observandose
en estos grupos de trabajo que la destruccion de los tumores se debe principalmente a una
reaccion de necrosis. Los datos obtenidos indican que los liposomas pueden incrementar la
actividad antitumoral de la IL-2 recombinante. La expresion de citoquinas TH1 y TH2 local
y sistémica indicd que el efecto antitumoral de la IL-2 puede ser mediado por la produccién

sistémica y local de la [L-12. Esta citoquina tiene la capacidad de inducir la activacién de



linfocitos T citotdxicos, asi como la [L-4 producida localmente. El efecto antitumoral de la
JL-2 libre y atrapada en liposomas puede ser mediado por la produccion de citoquinas

capaces de inducir la activacion de linfocitos T citotoxicos.



IMPORTANCIA

[l control y tratamiento del cancer por medio de la manipulacién del sistema inmunolégico
fué sugerido desde principios de siglo. Actualmente el tratamiento inmunoterapéutico del
cancer se fundamenta en que cualquier diferencia molecular entre una célula normal y una
célula neoplésica puede ser utilizada como bianco para la destruccion selectiva de esta
ultima por medio de los mecanismos efectores del sistema inmune , los mismos que con una

delicada especificidad reconocen y discriminan lo extrafno de lo propio.

En los Gltimos afios ha resurgido el interés por afrontar el tratamiento v prevencion del
cancer desde el punto de vista inmunologico. es decir, el estudio de los mecanismos de
defensa del organismo que participan de manera importante en el control de las neoplasias.
asi como la investigacion de diferentes sustancias con capacidad inmunoterapéutica, a las
que se les ha denominado “inmunomoduladores” o en una forma mas general como
“modificadores de la respuesta biolégica” ; el napulso que han tomado estas alternativas ha

sido aderds motivado por la falta de actividad especifica antitumoral de la quimioterapia y

radioterapia.

Actualmente las estrategias para el tratamiento inmunoterapéutico del cancer, son divididas
en: Inmunoterapia activa (especifica e inespecifica) y la Inmunoterapia pasiva. La
inmunoterapia activa se refiere a la inmunizacion del huésped que presenta el tumor con
agentes capaces de generar una respuesta inmunolégica que elimine o reduzca el volumen
del tumor. La inmunoterapia pasiva involucra la transferencia al huésped que presenta el
tumor, de mediadores inmunoldgicos obtenidos de otros organismos, como por ejemplo

anticuerpos o células con la capacidad de mediar una respuesta antitumoral especifica.

De este principio se deriva una de las modalidades mas recientes para el tratamiento del
cancer denominada “INMUNOTERAPIA ADOPTIVA™ la cual consiste en la transferencia

al huésped de linfocitos activados in vifre con Interleucina-2/(IL-2), la cual puede ser



obtenida por medio de ja tecnologia de DNA recombinante, representando el aporte mas

importante que ha hecho posible este tipo de inmunoterapia.

El analisis del efecto terapéutico de la JL-2 se realizé primeramente en forma extensiva en
modelos animales donde se demostro que el tratamiento era capaz de inhibir la metastasis de
diferentes tipos de tumores. Posteriormente se demostrd en estos mismos modelos que la
combinacion de IL-2 con células citotoxicas (LAK y CTL) producia mejores efectos

terapéuticos que cualquiera de los tratamientos por separado.

La [L-2 tiene también un gran potencial para restaurar los defectos en la tuncion de los
linfocitos T relacionados con la produccion enddgena, nula o deficiente, de IL-2. Por
ejemplo, un gran nimero de pacientes con cancer, especialmente los de cancer avanzado,
tienen un defecto sustancial en algunas de las funciones de linfocitos T, particularmente en
las respuestas proliferativas que son mediadas por [L-2. Ademas de restaurar las condiciones
de inmunodeficiencia anteriormente mencionadas, la administraciéon exogena de [L-2 en
pacientes con cancer, tiene un especial potencial dado que induce la proliferacion de
linfocitos T ir vive, mantiene su especificidad funcional e induce sistemas citotoxicos

antitumorales mediados por linfocitos T ( Células LAK, TIL y Linfocitos T cilotoxicos ).

El principio del tratamiento que involucra la administracion de 1L.-2 es seguido de multiples
procedimientos de leucoforésis, las células mononucleares obtenidas de esta manera se
incuban con 1L-2 para la generacion de células LAK | las cuales son transferidas a los
pacientes con subsecuentes dosis de [L-2, este tratamiento es actualmente utilizado en

pacientes con diversas clases de tumores.

Dado que la inmunoterapia adoptiva con [L-2 y células LAK ha sido ampliamente discutida,
en parte porque es todavia muy incipiente, dado que requiere mas investigacion, y en parte
también por la toxicidad inherente mostrada en los estudios de fase uno (fiebre, retencion
hidrica, hipotensién, dafios neurolégicos, entre otros) que parece ser dosis dependiente, y su

farmacocinética (vida media inferior a 6 minutos), en Ja actualidad es necesario desarrollar



algunas perspectivas con la finalidad de obtener mayor seguridad y efectividad en esta

terapia.

Las perspectivas son las siguientes:

A).- Asociar los tratamientos convencionales con la inmunoterapia adoptiva.

B).- Administrar diferentes combinaciones de inmunomoduladores.

C).- Investigar otras formas de administracién, por ejemplo. vias diferentes, dosis menores e
infusiones constantes.

D).- Desarrollar vehiculos especializados que incrementen su potencial inmunoterapéutico,
disminuyendo la toxicidad, por ejemplo, los liposomas.

E).- Asociar diferentes farmacos con inmunoterapia para disminuir toxicidad.



INTRODUCCION

Durante los ultimos afios se han hecho progresos considerables en el desarrollo de técnicas
especificas para el tratamiento del cancer. Las tres modalidades utilizadas con este fin son :
cirugia, radioterapia y quimioterapia. En los tltimos cinco afios se han desarrollado nuevas
técnicas para minimizar los tumores y a menudo se utiliza un tratamiento combinado de
radioterapia y quimioterapia, que muestra ser mas efectivo. Estas dos modalidades son

usadas mas frecuentemente en el tratamiento del céncer local y regional.

La quimioterapia continua su desarrollo con nuevas drogas y nuevas combinaciones de

éstas, pero se ha descubierto que la administracion sistematica de agentes

quimioterapeuticos frecuentemente expone a las células normales a cambios estructurales y
funcionales. Se ha descubierto que muchos de estos quimicos son altamente citoliticos y
producen alta toxicidad en los tejidos, pese a ello, en muchos casos las células cancerosas

resisten el tratamiento. Asi. el cancer continua siendo un problema, el cual requiere un

tratamiento con mayor efectividad.

En base a ello, en los ultimos afios se ha analizado el papel del sistema inmune en la
defensa contra el cancer. Una de las razones de este hecho son los avances tecnologicos
aplicados a la inmunologia y la biologia molecular, teniendo como finalidad facil tar la
identificacion, aislamiento y produccion de sustancias que tienen la capacid de

incrementar la respuesta inmune al tumor. Estas sustancias se han denominado

genéricamente como : “Modificadores de la respuesta biologica”.

La base cientifica es ahora lo suficientemente firme para el establecimiento de esia
modalidad; el uso de inmunomoduladores tiene los suficientes fundamentos basados en

evidencias experimentales que produjeron la alteracion del sistema inmune, mostrandose un

tratamiento efectivo contra el cancer en modelos animales.



Entre los modificadores de la respuesta biologica se encuentra la [L-2, que se distingue por
su capacidad de generar una clase de linfocitos asesinos activados (células LAK ). El interés
reciente en el potencial de células LAK en el tratamiento de cdncer es respaldado por
numerosas investigaciones que demuesiran que dichas células pueden provocar una
regresidn directa , y ocasionalmente una remision completa de los tumores , como en el caso
de melanomas y cdncer renal. La asociacién con otras citoquinas y nuevos protocolos de

quimioterapia incrementan sus posibilidades terapéuticas.

Durante la ultima década los avances en inmunoterapia han sido acrecentados por ingenieria
genética y cultivo de células, ademas de la improvisacion de técnicas de secuenciacion de
proteinas y acidos nucleicos. Esto hace posible la obtencion de moléculas sumamente puras
entre las que se encuentran ademas de las imerleucinas, interferones, factor de necrosis

tumoral y factor de crecimiento hematopoyéuco, los cuales poseen funciones

inmunomoduladoras.

Una de las alternativas para mejorar la efectividad terapéutica de la IL-2, asi como de otros
mmunomoduladores, son los liposomas, dado que estos agentes incorporados en ellos, son
atrapados en forma pasiva y natural por las células y los organos del sistema reticulo

endotelial, los blancos precisos de una sustancia con propiedades inmunoestimulantes.

Los liposomas actualmente son considerados como los vehiculos que pueden cambiar

radicalmente, a futuro no muy lejano, las formas de tratamiento del cancer.



ANTECEDENTES
I.- MECANISMOS DE INMUNIDAD CONTRA TUMORES

Los tumores malignos o canceres crecen de una manera incontrolada invadiendo tejidos
normales y con frecuencia metastatizan y crecen en sitios distantes del tejido de origen. En
general los canceres se derivan de una o pocas células normales que sufren un proceso poco
conocido llamado “ transformacién maligna * . Los canceres pueden ornginarse de la
mayoria de los tejidos en el cuerpo. Estos se derivan a partir de las células epiteliales,
llamadas carcinomas, y son el tipo mas comin de cincer. Los sarcomas, son tumores
malignos de tejidos mesenquimaticos, originados de células como fibroblastos, células
musculares y células adiposas. Los tumores malignos sélidos de tejidos linfoides son

llamados linfomas; tumores malignos de médula y tejido sanguineo, de linfocitos y otras

células hematopoyéticas son llamadas leucemias (20).

Una funcién mayor o principal del sistema inmune puede ser la de reconocer y destruir
células malignas transformadas liberadas, llamadas “clonas mutantes”, antes que ellas
crezean en tumores. Esta idea llamada “inmunovigilancia” fué articulada por Macfarlane,
Burnet y Lewis Thomas en los 50°s y 60’s. Si la célula maligna y los tumores pueden
estimular la respuesta inmune es posible que ellos puedan expresar antigenos tumorales que
son reconocidos como extraitos por el hospedero . Ademds si1 el concepto de
inmunovigilancia es valido los efectores celulares inmunes, como son las células B, ¢élulas
T cooperadoras, linfocitos T ciiotdxicos o células NK pueden ser capaces de reconocer

antigenos tumorales y mediar la muerte de células tumorales (28).

Una indicacion histopatoldgica de que los fumores estimulan la respuesta inmune es la
proliferacion linfocitaria (hiperplasia) en sitios de drenado de nédulos linfaticos del tumor
en crecimiento. Ademas, hay con frecuencia evidencia de los efectos de las citoquinas en
tumores, como es la expresion de MHC clase II en células tumorales y células endoteliales

de los vasos sanguineos, sugiriendo una respuesta inmune activa en los sitios del tumor.



La expresion de proteinas de MHC en células tumorales puede ser critica para el
reconocimiento y destruccion de las mismas ya que las células T pueden reconocer
antigenos Unicamente en asociacion con moléculas de MHC. Ademas se ha observado que
los tumores que estimulan la respuesta inmune expresan cantidades adecuadas de moléculas

de MHC, mientras que otros tumores no inmunogénicos no expresan suficientes moléculas

de MHC (77).

Los antigenos tumorales provocan la activacion de la respuesta inmune humoral y celular in
vivo y muchos mecanismos efectores inmunoreguladores son capaces de matar células
tumorales in vitro. El tumor produce en el huésped aumento de anticuerpos especificos
para los antigenos tumorales. Los antigenos que provocan la respuesta inmune se cree que
estan limitados a proteinas que no son expresadas en tejidos normales; no existe evidencia,

sin embargo, de que la respuesta inmune humoral pueda inhibir el desarrollo normal del

tumor o su ¢recimiento.

Las células T citotoxicas (CTLs) provocan actividad efectiva antitumoral in vive, como se
demuestra en estudios experimentales de tumores transplantados. En este caso los efectores

celulares son predominantemente los de MHC de clase 1.

Las células NK, pueden ser efectores celulares de la respuesta inmune adquirida o natural
contra tumores ya que utilizan el mismo mecanismo litico de las CTLs para matar células,
sin embargo, no expresan receptores de antigeno de células T, y matan a las células blanco
en una manera no restringida por MHC. Es posible que las células NK jueguen un papel de

inmunovigilancia contra tumores en desarrollo. especialmente si estos expresan antigenos

virales. (77).

Los macréfagos son potencialmente importantes como mediadores celulares de la actividad
antitumoral. Como las células NK, los macrofagos expresan receptores para FC gamma y
pueden actuar contra células tumorales cubiertas con anticuerpo. Hay varios mecanismos

por los cuales los macrofagos aniquilan a las células tumorales, algunos de los cuales son



esencialmente los mismos que utilizan en las infecciones por microorganismos. Esto
incluye la liberacion de enzimas lisosomales y metabolitos de oxigeno reactivo. Los
macrofagos activados también expresan la citoquina TNF, la cual tiene actividad contra las

células tumorales. (1).

Durante la ultima década ha resurgido el interés por afrontar €l tratamiento y prevencion del
cancer desde el punto de vista inmunoldgico, es decir, el estudio de los mecanismos de
defensa del organismo que participan de manera importante en el control de las neoplasias,
asi como la nvestigacion de diferentes sustancias con capacidad inmunoterapéutica a las
que se les ha denominado “Inmunomoduladores™ o en una forma més general, como
“Modificadores de la respuesta biologica”™, El impulso que han tomado estas alternativas ha
sido ademas motivado por la falta de actividad antitumoral especifica de la quimioterapia y
radioterapia. (20,51). Las bases cientificas estan muy firmes para poder establecer una

cuarta modalidad de tratamiento, el uso de modificadores de la respuesta bicldgica.

Actualmente las estrategias para el tratamiento inmunoterapéutico del céncer se dividen en :
1).- Inmunoterapia aciiva :

a).- Especifica

b).- No especifica

2).- Inmunoterapia pasiva.

La inmunoterapia activa se refiere a la inmunizacion del huésped que presenta el tumor, con
agentes capaces de generar una respuesta inmunolégica que elimine o retarde el crecimiento
del mismo, y puede realizarse en forma especifica cuando la inmunizacidn se practica con
células tumorales completas, muertas por radiacién o modificadas por agentes quimicos o

con extractos antigénicos purificados especificos del tumor.
La inmunoterapia activa de forma inespecifica, se realiza cuando se administran agentes
estimuladores de los mecanismos de inmunidad en general, estimulando en forma

concomitante una respuesta especifica contra el tumor ; la mayoria de estos agentes son de

10



origen microbiano, por ejemplo, el BCG, lipopolisacarido, MDP, proteinas bacterianas de

membrana externa, polisacaridos entre otros (51).

La inmunoterapia pasiva involucra la transferencia al huésped portador del tumor de
anticuerpos o células linfoides sensibilizadas contra €l tumor, con la capacidad de mediar
una respuesta antiturmoral cspecifica. De este principto se deriva una de las modalidades
mas recientes para el tratamiento del cancer dencminada “ Inmunoterapia adoptiva” la cual
congsiste en la transferencia al huésped de linfocitos asesinos activados (LAK) por IL-2 y

macréfagos citotoxicos activados por INF y (45).

Desde sus inicios se comprendia el alto potencial que representaba la transterencia de
células especificas a un tumor dado, pero no habia recibido la atencion para su utilizacion
en humanos. porque se presentaban dificultades tedricas y practicas asociadas a este tipo de
inmunoterapia. La falta de entendimiento del ongen y comportamiento a nivel celular y
molecular del cancer .y la falta de comprensién de las bases inmunolagicas de la respuesta
antitumoral restringi6 el avance de esta area, asi como la limitacion para clopar y expandir
grandes cantidades de “biomoduladores’™ especificos del tumor ; en la actualidad estos

obstaculos han sido superados casi en su totalidad gracias a conocimientos técnicos como

DNA recombinante. (74).

Odham descnbio que los modificadores de la respuesta bioldgica son agentes con

mecanismos de accion similares a las respuestas biologicas propias del huésped y pueden

actuar de las siguientes maneras:

1).- Incrementando la respuesta antitumoral del huésped con un aumento directo y/o
restauracion del mecanismo efector 0 mediador de la respuesta y/o la disminuciéon del

componente de la reaccion del huésped que puede ser deteriorada.

2).- Incrementando la respuesta del huésped en biolégicos naturales o derivados sintéticos,

como efectores o mediadores de la respuesta antitumoral.
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3).- Aumentando las respuestas del huésped con células tumorales modificadas o vacunas,

que pueden estimular grandemente la respuesta con un incremento de la sensibihdad a

células tumorales de una respuesta ya existente.

4) - Disminuyendo la transformacién y/o incrementando la diferenciacion de células

tumorales.

5).- Incrementando la capacidad del huésped para tolerar el dafio por citotoxicidad a

diferentes modalidades del tratamiento del cancer.

Muchas de las utilidades descritas involucran el aumento de la respuesta del huesped (51).

IL.--PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LA INTERLEUCINA-2.

La IL-2 es un mediador fundamental en la activacion de la respuesta inmunitaria, capaz de

modularla, por lo que se le considera como la “ inmunohormona del sistema inmune (53).

La IL-2 fué llamada originalmente “factor de crecimiento de células T (TCGF)”, siendo la
principal citoquina responsable de la progresion de linfocitos T de la fase Gi a la S del
ciclo celular, Es producido por células T CD4+ y en menor cantidad por células T CD8+ .
La [L-2 actia en las mismas células que la producen, por lo tanto, funciona como un factor
de crecimiento autéenino. La IL-2 también actua en linfocitos T penféncos, incluyendo a
células CD4+ y CD8+, y es por lo tanto un factor de crecimiento paricrino. Durante la
respuesta inmune, la [L-2 no circula en sangre, sino que actua a distancia , por lo tanto, no
puede ser considerado como un factor de crecimiento endocrino. La 1L-2 es una proteina

de 14-17 KD codificada por un solo gen en el cromosoma 4 humano.(7).



La heterogencidad en el tamario de la proteina madura es debida a los sitios de glicosilacion
vanables en el polipéptido de aproximadamente 130 aa. Nommalmente, la IL-2 es transcrita,
sintetizada y secretada por células T unicamente bajo la activaciéon de antigenos. La sintesis

de la misma es usualmente transitoria con un pico de secrecion que ocuire después de su

activacion. (1).

En humanos, la IL-2 se empezé a aplicar en 1982 a partir de una purificacién parcial del
cultivo de linfocites humanos normales estimulados, y posteriormente del material de un
turnor humano de células T, el cual permitid e] tratamiento de pacientes con mg. de [L-2
pura en 1983. Los ensayos clinicos con la IL-2 recombinante comenzaron en 1984. En la
actualidad se le busca actividad terapéutica en mas de 3000 pacientes con carcinomas y
sarcormnas metastasicos, los cuales han sido tratados con esta terapia con resultados bastante
prometedores, ya que la mayoria de estos pacientes no respondieron a ninguna de las

formas de terapia convencionales y se encontraban en un estado avanzado de la

enfermedad. (55,57).

[T1.- USO DE LA INTERLEUCINA-2 EN INMUNOTERAPIA DE CANCER
EXPERIMENTAL.

Lafreniere y col. estudiaron métodos para la expansién de células LAK en inmunoterapia,
generadas en cultivos con [L-2 recombinante (rIL-2) por 3,5 y 7 dias, no encontrando
diferencias significativas en el nimero de células obtenidas, su toxicidad in vivo o su

efectividad terapéutica (39).

ligo y col. utilizaron transplantes experimentales de tumores murinos para evaluar la
potenciacion de la actividad antitumor, con una combinaciéon de rHu-IL-2 e INFy
utilizando un adenocarcinoma 755 via s.c., encontrando que la combinacion de terapias
puede funcionar sinergisticamente en los variados sistemas murinos, dando evidencia de su

potencial clinico. (29).



Ballas y col. observaron la generacién de células LAK en cultivos a partir de timocitos

munnos, encontrando que estos fueron capaces de generar LAK con dosis relativamente
grandes de IL-2 (500-1000 U/ml.) (11).

Thoshitani y col. investigaron la transferencia adoptiva de células LAK, que pueden
mostrar eficiente actividad antitumoral sin daiiar a las células normales del huésped.
Encontraron que las células LAK alogénicas y singénicas fueron igualmente activas in vivo,

y que el uso de células LAK alogénicas ¢s un método efectivo en inmunoterapia (77).

Chong y col. encontraron una metodologia que ayuda a la identificacion y caracterizacion
de las moléculas de superficie de las células tumorales reconocidas por las células LAK,

observando que cada c€lula LAK puede ser poliespecifica, o que reconozca un marcador

comin en muchos tumaores (16).

Rodolfo v col. utilizaron adenocarcinoma C26 en ratones BALB/c para evaluar altas y
bajas dosis de rIL-2 con y sin células LAK o linfocitos inmunes a tumor por via s.c. ,
encontranda que a bajas dosis de rll.-2 obtienen mayor sobrevivencia, y que los linfocitos

inmunes a tumor son mas efectivos que las células LAK cuando se combinan con rIL-2

(61).

Ho y col. evaluaron los efectos de la admimistracion exégena de rHu-1L-2 en tumores de
ratones de diferentes edades, encontrando que la funcion de las células asesinas naturales
fué menor en ratones viejos, y que la [L.-2 incrementd la sobrevivencia en todos los ratones,

demostrandose que el éxito de] resultado no tiene relacion con la edad (26).

Rodolfo y col. utilizaron un adenocarcinoma murino C26 en ratones BALB/c para evaluar
el potencial terapéutico del tratamiento con rIL-2 a dosis altas y bajas con o sin células
LAK , o linfocitos inmunes especificos a células de tumor. Los resultados indican que los

linfocitos son mas efectivos que las células LAK cuando se da una combinacién con ril-2

y tratamiento adyuvante (63).



[igo y col. observaron en el caso de adenocarcinoma 755 la actividad antitumoral de la

tHu-IL-1o., el rHu-TNF y el rINF-f3 fué incrementada con la administracion concomitante
de rHu-1L-2 (28).

Marincola y col. demaostraron que la inmunoterapia adoptiva con células LAK humanas y
rHu-IL-2 es mas efectiva contra el crecimiento del cancer pancreatico en ratones . Este

efecto es independiente de la actividad antitumoral de la IL-2 administrada sola (45).

Cesario y col. observaron los efectos de la administracion de dosis altas de [L-2 en ratas
normales, concluyéndo que dichas dosis resultan sigmificativamente dafiinas a nivel

funcional. bioquimico e histolégico (14).

Bergers y col. estudiaron la incorporacion de la IL-2 en liposomas, midiendo después la
eficacia de incorporacion, la cual fué dependiente de la carga del liposoma, el pH y la

fuerza ionica del medio. Los liposomas con carga negativa resultaron ser los de mayor

efectividad (12).

Connor estudio el uso de I1.-2 e INF-y para el tratamiento de cancer. Se introdujeron los
genes de ambos inmunomoduladores en células MTB-2, encontrandose una disminucion de
la capacidad formadora de tumores en las células utilizadas. Se logré un 60% de la

regresion del tumor en los animales tratados (17).

Uchiyama y col. determinaron que la transfeccion del gene de IL-2 en células de melanoma
incrementa la respuesta de los linfocitos de sangre periférica en los pacientes con
melanoma, lo que indica que la técnica es una estrategia importante en el incremento de la

respuesta inmune inducida por vacunas de extractos celulares (78).

Sznol y col. trabajaron con IL-2 en relacion a la implementacion de dosis, aplicaciones y

sus posibles combinaciones con otros agentes biolégicos y quimioterapia, en pacientes con



carcinoma renal metastasico, llegando a la conclusion de que dosis altas de IL-2 pueden ser

un pofente agente anticancerigeno (74).

Nakajima y col. probaron células NK activadas junto con IL-2 en pacientes con céncer. asi
como también anticuerpos monoclonales Anti-CD3, encontrando que una combinacion de
éstos con la JI.-2 es mas efectivo que anticuerpos o [L-2 solos. Esta terapia es una

alternativa de valor para el tratamiento de cancer en humanos (49).

Deehan encontré que la rlL-2 administrada a pacientes con tumores sélidos induce un
efecto benéfico limitado en un 20-30% de los pacientes. Los resultados se reportaron en

base a los niveles de citocinas en suero antes y durante el tratamiento con IL-2 (19).

Vujanovic encontré que la subpoblacion A-NK de células NK representa un grupo de

celulas efectoras vs tumores solidos, por lo que poseen un gran potencial terapéutico

antitumoral (81).

Foa y col. demostraron como los genes de las citocinas pueden ser transducidos en el DNA
de varios tumores experimentales llevando a un inctemento en la tumorigenicidad de las

células neoplasicas tratadas (21).

Anderson estudié los efectos de la formulacién de rIL-2 utilizando diversas vias de
administracion. Los resultados se midieron en base a inmunoensayos enzimaticos,
encontrandose que la ruta de administracion es importante para determinar la concentracion

de droga adecuada y el efecto de citotoxicidad en las células tumorales estudiadas (6).

Yang y col. sugineron el uso secuencial de Anti-CD3, IL-2 y TNF para la induccion de
células LAK y el mantenimiento de una potencial actividad antitumoral como una nueva

estrategia en la inmunoterapia combinada (84).



Rodolfo y col. activaron esplenocitos en cultivos de células de linfocitos tumorales en
presencia de IL-2, para determinar que los linfocitos con potencial terapéutico pueden ser
obtenidos de ratones con carcinoma de colon C26. La eficacia terapéutica de tales linfocitos

fué buena cuando se compararon en una inmunoterapia adyuvante {62).

Luo y col. comprebaron que la terapia adoptiva utilizando células NK en lugar de células de

bazo, en combinacion con IL-2 exdgena, puede mejorar la eficacia de la inmunoterapia en

tumores (43).

Joffret y col. demostraron que los liposomas incrementan la proliferacion dependiente de
1L.-2 de una linea de linfocitos T citotdxicos (CTLL) usados para medir la actividad de IL-2

. Los efectos se observaron mejor con dosis subdptimas de [L-2 y bajas concentraciones de

lipidos (30)
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CANCER NUMLERO DE REGRESION REGRESION REGRESION
DIAGNOSTICADO PACIENTES COMPLETA PARCIAL COMPLETA O
(MAXIMO 50%) IL PARCIAL
Rinon 72 8 17 25
(35%)
Melanoma 438 4 1| 6 10
21%)
Colorectal 30 1 4 5
|L (17%)
Linfoma no- T 1 '[ 3 4
Hodgkin's (57%)
Sarcoma 6 0 0 0
Pulmon 5 0 0 0
Mama - - - -
Otros 9 " 0 0 0
Total 177 14 30 44
(25%)

Tabla No. 1 Efectividad de tratamientos utilizando células LAK e IL-2 en

cancer humano



CANCER NUMERO DE REGRESION REGRESION REGRESION
DIAGNOSTICADO PACIENTES COMPLETA PARCIAL COMPLETA O
(MAXIMO 50%) PARCIAL
Rinén 54 4 8 i 12
(22%)
Melanoma 42 0 10 10
(24%)
Colorectal 12 0 0 0
Linfoma no i1 0 | 0 0
Hodgkin's
Sarcoma - - - -
Pulmén - | . - | -
Mama 3 || 0 " 0 0
Otros 8 0 0 0
Total 130 4 18 22
| | (1%

Tabla No. 2 Efectividad de tratamientos utilizando IL-2 en cancer humano.




CANCER TRATAMIENTO || NUMERODE || REGRESION REGRESION
DIAGNOSTICADO PACIENTES COMPLETA PARCIAL
(MAXIMO 50%)
Carcinoma Renal iNF-a 2b 40 15 3
Metastésico IL-2
Carcinoma Renal IL-4 17 3 5
Metastasico IL-2
Céncer de [L-2 _
Pulmon no 1L-3 22 4
Metastésico_l
Melanoma INF-o ] 283 9 14
Metastasico IL-2
Carcinoma Renal INFa || 20 3 4
Metastasico IL-2 “
Céncer k IL-2 8 B
Colorectal IL-3 2 “ F
Carcinoma Renal INF-a 23 2 _
Avanzado IL-2
Carcinoma renal IL-2 38 7 6
INF-y
Melanoma IL-2 44 2 _
Avanzado “ INF-y ‘

Tabla No. 3 Efectividad del tratamiento de cancer humano utilizando IL-2 en

combinacién con otras citocinas
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TIPO DE DANO DOSIS || TIPO DE CANCER || REFERENCIA

Sindrome de escape 15x 10° U/Kg
capilar :extravasacién
de fludos con l
hipotension. Edema !
pulmonar y fallo
multiorganico

l Carcinoma Renal y 71
Melanomas

]
Fiebre, anorexia, lpg /Kb/bw/14 dias Cancer de Pulmon 40
vOmito, anemia y
trombocitopenia.
Fiebre, escalofrios, §| 2-6 x 10 *Ul/m2/dia Carcinoma Renal 65
vomito, diarreaa, Metastasico y
dificultad para Melanoma
respirar, hipotension,
edema y prurito.
Hipotension, 1.5 x 10° Ul/dia/4 ( Carcinoma Renal 56
nefrotoxoicidad y semanas Metastasico
fatiga
Infecciones del tracto 700000 U/Kg Carcinoma Renal 54
urinaro y tracto Metastasico
respiratoria,
bacteremia e
infecciones de la piel.
Fiebre, letargo, 100 mg/dia Cancer de Pulmon 69
nausea y vomito.
Vomito y nauseas || 720000 Ul’kg/c 8 hes || - Carcinoma Renal 35
Metastasico
Prurito, hipotensidn e || 720000 Ul/Kg/c 8 hrs Melanoma y 22
incremento en peso. Carcinoma Renal
Metastasico
Disfunsién 800000UL/kg Maelanoma 82
respiratoria, arritmias, Metastasico y
fibrilacion atrial, Carcinoma de Células
taquicardia e Renales
hipotension.
Fiebre, fatiga, 21.6 x 10° Ul/dia/2 Carcinoma renal 55
Hipotensidn, nauseas, semanas Metastasico
vomito y dolor de
cabeza.

Tabla No. 4 Efectos toxicos de la IL.-2 en tratamiento de cancer humano
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IV.- PROPIEDADES GENERALES DE LOS LIPOSOMAS

Por décadas, los bidlogos celulares han estado interesados en las propiedades de las
membranas celulares. Hace un cuarto de siglo que el estudio de las propiedades fisicas de
los componentes membranales condujo al descubrimiento de ciertas estructuras vestculares
cerradas formadas espontineamente en dispersiones acuosas de lipidos. Este hecho fue
encontrado accidentalmente en 1961 por Alec D. Bangham mientras evaluaba el papel de
los fosfolipidos en la coagulacidn sanguinea , denominando a su creacion liposomas. Estas
vesiculas artificiales de fosfolipidos presentan todas las propiedades fisicas y quimicas de
las membranas celulares. lo que permitio en un principio utilizarlos en modelos in vitro de
membranas biolégicas en la investigaciéon basica en bioquimica de membranas y

mecanismos de transporte.

Por mucho tiempo, éste fue el uso exclusivo que se les dio a los liposomas sin embargo,
desde hace ya varios aiios los liposomas se han venido utilizando como un medio potencial
para introducir deliberadamente materiales en el comportamiento intracelular. Asi los
liposomas surgieron como una nueva via para introducir sustancias al interior de las células,
lo cual llam¢ la atencion a los bidlogos celulares , moleculares , farmacélogos,
inmundlogos y en general a todos los investigadores en biomedicina (6). De acuerdo con
la definicién proporcionada por la Academa de Ciencias de Nueva York, los liposomas son
vesiculas artificiales microscopicas compuestas de uno o mas fosfolipidos, de tres clases
diferentes: los de vesiculas multilamelares grandes (VMG) que tienen un tamafio promedio
de 80 nandémetros hasta 100 micras, de vesiculas unilamelares pequefias (VUP) con un
tamafio promedio de 20 a 50 nanometros de diametro y de vesiculas unilamelares grandes

(VUG) con un tamafio promedio de 60 a 100 nanémetros. (31). (FIGURA No. 1).

Los liposomas de VMG se forman espontaneamente cuando los lipidos apropiados son

hidratados, tienen un volumen de captura de 4 pl en promedio por ¢l contrario los de VUP
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Figura No. 1 Estructura general de los liposomas. ( A ) Vesiculas
Multilamelares Grandes. ( B ) Vesiculas Unilamelares Pequefias. ( C )
Vesiculas Unilamelares Grandes.
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atrapan poco volumen por mg. de lipido, dado que su volumen de captura promedio es de
0.5 ul. y finalmente los de VUG que presentan un volumen de captura de 11 pl por mg. de

lipido en promedio.(32).

La eficiencia de encapsulacion para la VMG es de 10%, mientras que para las VUP y VUG
esde 1 y 40 % respectivamente. Los lipidos que son utilizados para formar a Jos liposomas
tienen dos cadenas hidrocarbonadas hidrofébicas y un grupo hidrofilico principal,
caracteristicas que les otorgan en términos fisicos y geométricos un estricto balance entre
las cadenas y los grupos principales, para que las moléculas puedan empaquetarse de un

lado a otro como cilindros para formar estructuras planas y alargadas.

Los lipidos de algunos detergentes tienden a generar estructuras que se curvan sobre si
mismas , llamadas micelas, mientras en los lipidos en los cuales las cadenas
hidrocarbonadas predominan. no pueden hidratarse completamente o se curvan en direccion

opuesta para formar micelas invertidas. (68).

Los fosfolipidos més comunes formadores de bicapas son fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina y esfingomiclina. Algunos lipidos cargados o colesterol pueden ser
adicionados a la bicapa con la finalidad de cambiar las propiedades de superficie o de

estabilizar la bicapa contra el ataque de algunos componentes del suero . (TABLA No.

6).(23,31).

La designacion de la clase de lipido especifica el grupo prncipal, pero no la longitud o ¢l
grado de insaturacién de la cadena hidrocarbonada. Las cadenas normalmente estin
formadas de 10-24 atomos de carbono y son completamente saturadas , o tienen un doble
enlace en posicién de 9-10. Para cada tipo de fosfolipido existe una temperatura de
transicion en la cual las cadepas cambian temporalmente de un estado bien ordenado
parecido al sélido, a uno mucho mds fluido, éste es el punto en el que las bicapas de lipidos
se derriten en el mismo sentido como lo hace el hielo. La temperatura de transicion para las

cadenas insaturadas es generalmente menor de los cero grados centigrados y para las
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cadenas completamente saturadas de 14-16 carbonos es de cerca de la temperatura
fisiologica. La temperatura de transicion de algunos fosfolipidos ha sido aprovechada en la
construccién de liposomas sensibles a la temperatura para transportar drogas citotéxicas a

tumores solidos con hipertemia localizada.(23).

Los liposomas constituyen uno de los mejores sistemas acarreadores de moléculas en
biomedicina (TABLA No. 5) dadas sus caracteristicas , entre las que se encuentran:
facilmente metabolizables in vivo , son no téxicos ni antigénicos, las moléculas son
atrapadas sin union quimica, los lipidos con carga positiva o negativa pueden ser utilizados
para la construccion de liposomas con distintas propiedades de incorporacion, estabilidad e
interaccion con las células, el tamafio del liposoma influye también en la estabilidad,
incorporacion de la droga, y la distribucion in vive. El procedimiento de esterilizacion, el
patron de distribucion y la absorcion de la droga dependen totalmente de las propiedades
fisicoquimicas del liposoma y no de la droga, las cuales son mas faciles de manipular que la

droga misma.(31).
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MACRO CELULAS SISTEMAS NO SISTEMAS

MOLECULAS || BIODEGRADABLES || BIODEGRADABLES
“INMUNOGLOBULINA | #+ERITROCITOS[[ % METACRILATO +1L|POSOMAS
#GLICOPROTEINAS || +LEUCOCITOS [{+ POLICRILATO “NIOSOMAS
“FIBRINOGENO % HEPATOCITOS ||<* POLIETILCELULOSA ||<*UFASOMAS
< POLILISINA < POLIACROLEINA +EMULSIONES
+HORMONAS " NYLON i1-:~MlCEl_AS
“LECITINA < CUENTAS DE SILICE [{<*MIC. DE AC LACTICO
+ALBUMINA % L1Q. SURFACTANTES |[Y GLICOLICO
+INULINA “ #MIC. DE ALBUMINA
“DEXTRAN +ESF. DE
SDNA CARBOHIDRATOS

“*POLIORTOESTEROLES

Tabla No. S5 Sistemas acarreadores de drogas en biomedicina.
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SON METABOLIZABLES

FACILIDAD DE PREPARACION

SON NO TOXICOS Y NO ANTIGENICOS

LAS MOLECULAS SON ATRAPADAS SIN UNION QUIMICA

LAS MOLECULAS SENSIBLES SON PROTEGIDAS DE LA DEGRADACION O
INACTIVACION

DEBIDO A SU PERMEABILIDAD, CONSTITUYEN UN SISTEMA DE
LIBERACION DE MOLECULAS DEPENDIENTE DEL TIEMPO

AUMENTAN LA INCORPORACION DE MOLECULAS AL CITOPLASMA

EL PATRON DE DISTRIBUCION EN EL ORGANISMO PUEDE SER
CONTROLADO POR LA CLASE DE LIPIDOS, TAMANO, CARGA.
PERMEABILIDAD Y LIGANDOS ACOPLADOS A LA SUPERFICIE DE LAS
VESICULAS

PUEDEN TRANSPORTAR UN AMPLIO RANGO DE MOLECULAS TANTO
LIPOSOLUBLES COMO HIDROSOLUBLES

Tabla No. 6 Propiedades generales de los liposomas.
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Los liposomas pueden interactuar con la célula de distintas maneras. La adsorcidn puede ser
inespecifica o mediada por higandos especificos tales como anticuerpos , hormonas, lectinas
y puede o no dar lugar secundariamente a la incorporacion endocitica de los liposomas y su
contenido al intenor celular. El intercambio de lipidos es un proceso en el cual se
transfieren lipidos entre la membrana celular y la monocapa exterior del liposoma, sin
existir asociacién intima entre ambos. La endocitosis es una de las formas mds importantes
de interaccion, los fagocitos incorporan liposomas muy significativamente, mientras gue

otras células no fagociticas, también endocitan liposomas, aunque en mucha menor

proporcion .

La fusién de los liposomas eon la membrana celular origina que cualquier lipido o proteina
de éste sea insertada en la membrana, cuando las vesiculas unilamelares se fusionan , su
contenido es inyectado directamente en el citoplasma. mientras que cuando se fusionan las
vesiculas multilamelares , inyectan su contenido en el citopiasma secuestrado en unas pocas
bicapas concéntricas de la vesicula original (FIGURA No.2). Debido a que muchas células
exhiben diferentes grados de endocitosis y fusion , se han insertado proteinas en la cubierta
de algunos virus en los liposomas , con la finalidad de mejorar la incorporacion de este tipo
de células. Cuando Jos liposomas son inyectados intravenosamente , interactuan
inmediatamente con las lipoproteinas de alta densidad, las cuales remueven las moléculas
de fosfolipidos de las bicapas ocasionando el rompimiento de los liposomas y la liberacion
de su contenido en la circulacién general. Sin embarge, cuando los liposomas conttenen
colesterol o fosfolipidos saturados, presentan un comportamiento mas estable in vivo ,
debido a que estos compuestos previenen la desestabilizacién en la membrana y por ende la

hiberacion del contenido de los liposomas. (51).

El tiempo en que los liposomas se mantienen en circulacién depende del tamaiio, la carga,
la composicion y la cantidad total de lipidos administrada, por ejemplo, las vesiculas

pequeias tienen una vida media mas larga que las vesiculas grandes, y los liposomas con
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carga positiva circulan por més tiempo que los liposomas con carga negativa. En
circulacion son incorporados por los monocitos, polimorfonucleares y células endoteliales,
0 interactuan con otros componentes de la sangre, asi mismo, pueden ser removidos y
retenidos por ¢élulas fagociticas del higado, bazo, pulmén y medula ¢sea en la misma
forma en que las otras particulas son removidas de la circulacién. La cantidad de liposomas
incorporada por estos Organos, es de alguna manera dependiente de la dosis de lipidos
administrada, con dosis pequefias, muchos liposomas son retenidos por el higado, pero con
dosis grandes la capacidad del higado para remover particulas de la circulacion es superada,
y la cantidad que se mantiene en circulactén incorporada en una mayor proporcion por el
bazo, pulmén y médula osea: este fenomeno llamado “ bloqueo del sistema
reticutoendotelial “ , el cual prolonga el tiempo de circulacién de los liposomas, aunque no

incrementa la acumulacién a otros tejidos, porque produce un patrdn de distribuciéon muy

simiiar.

En algunas circunstancias se ha demostrade que la encapsulacion de un agente puede
incrementar su distribucion a sitios de isquemia y abscesos. La acumulacion de los agentes
liposomales en los sitios de isquemia crénica es debida probablemente a un aumento en la
lisis de los liposomas por fosfolipasas presentes en el tejido necrdtico; los mecanismos
involucrados en la localizacion de los liposomas en abscesos infecciosos involucra a los
polimorfonucleares y a los monocitos circulantes. Los liposomas inyectados en la cavidad
pentoneal tienen una conducta semejante en la manera en que otras particulas son
removidas de este sitio, una proporcidén de liposomas intactos alcanza los linfaticos y
eventualmente llegan a circulacion con la subsecuente distribucion a los organos del
sistema reticuloendotelial. (8). Los liposomas inyectados subcutineamente o
intramuscularmente, son lentamente distribuidos del sitio de la inyeccidn e incorporados al
sistema linfatico y solamente una pequefia cantidad alcanza la circulacion, y eventualmente
se distribuyen en higado y bazo. Los liposomas también han sido administrados
topicamente, demostrandose que a través de esta ruta constituyen un sistema de liberacion
continua; asi mismo los liposomas han tenido que ser administrados por otras vias, en las

cuales se incluyen la via oral, intraarticular y endolinfatica entre otras (23).
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Se han disefiado una gran variedad de métodos para la construccién de liposomas. Dos
parametros importantes que hay que considerar para la eleccion de uno de estos métodos, es
el volumen capturado y 1a eficiencia de encapsulacién, ambos estan en funcion del tamanio
y concentracién de las vesiculas. El volumen capturado es definido como el volumen
atrapado por una cantidad dada de lipidos, y se representa por unidades de litro atrapados
por mo! de lipidos totales. La eficiencia de encapsulacion es definida como la fraccién del
compartimento acuoso secuestrado por las bicapas de lipidos, esta medida es directamente
proporcional a la concentracion de lipidos, cuanto mayor cantidad de lipidos este presente,
més soluto puede ser secuestrade en los liposomas. El método ideal es quizids aquel que
produzca liposomas a partir de una gran variedad de componentes lipidicos, un amplio
rango de concentraciones de lipidos, asi como generar una poblacién de vesiculas con alto
grado de homogeneidad. Finalmente el método debe requerir €l minimo de tiempo posible
para evitar dafo y contaminacién de los lipidos, y la factibilidad de desarrollo a nivel
masivo. Quizds no exista un método que retna todas estas caracteristicas, sin embargo.
existen diversos metodos que pueden ser adaptables a las necesidades del trabajo. (TABLA

No. 3) (31,73).

Los liposomas pueden ser utilizados de dos maneras diferentes:

1).- Para introducir agentes en las células que actian contra residentes no deseables que
pueden ser microorganismos o sustancias quimicas.

2).- Para introducir agentes, los cuales activen la muerte de la c€lula u otras propiedades de

la misma.

En ambos casos, se han obtenido aportaciones considerables en la utilizacién de los
liposomas con el objeto de mejorar la eficiencia de los agentes antimicrobianos,
quimioterapia antitumoral e inmunomoduladores. Su uso como tal en estas dreas representa

una de las aplicaciones mas fascinantes desde su descubrimiento.
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V.- INMUNOMODULADORES ENCAPSULADOS EN LIPOSOMAS

Actualmente la inmunoterapia con una amplia variedad de agentes modificadores de alguna
funcion biolégica en motivo de una minuciosa evaluacion en el campo clinico. Asi, la
inmunotrapia promete consolidarse como una opcidén con posibilidades de aumentar el
tiempo de sobrevida de los pacientes con enfermedades caracterizadas por un fuerte

compromuso inmunologice. (71).

Aunque la tecnologia del DNA recombinante y los métodos de purificacion actuales nos
brindan la posibilidad de disponer en cantidades suficientes de las sustancias con capacidad
de modular las funciones inmunologicas y a pesar del enorme potencial de la inmunoterapia
en relacion a su combinacion con otras formas de tratamiento (quimioterapia, radioterapia y
cirugia), pocos han sido los estudios encaminados a incrementar los efectos de los
inmunomoduladores. Esto es explicable, porque la “era” de los inmunomoduladores apenas
comienza v por el repentino salto que han dado desde su descubrimiento a su produccién

masiva y aplicacion clinica.(40).

Una de las alternativas para mejorar Ja efectividad terapéutica de los inmunemoduladores,
son los liposomas, dado que estos agentes atrapados en ellos, son tomados en forma pasiva
y natural por las células y los érganos del sistema reticuloendotelial. los blancos precisos de
una sustancia con propiedades inmunoestimulantes. Asi, los liposomas pueden transportar a
un inmunomodulador al lugar indicado donde es requerido para modular la respuesta
inmune. La distribucién a un sitio especifico a través de un vehiculo, es mucho mas
recomendado para aquellos inmunomoduladores que son capaces de estimular otras
funciones fuera del sistema inmunolégico, y que por tal motivo producen efectos

secundarios indeseables. (65).

A la fecha solo algunos inmunomoduladores han sido encapsulados en liposomas (TABLA
No. 4) y existe una preparacion de liposomas conteniendo MTP (muramil tripéptido) en

estudios de fase 1 para el tratamiento del cancer humano, patentada por Ciba-Geigy.



En todos los casos se ha logrado demostrar que el inmunomodulador presente en los
liposomas es mucho mas potente que en su forma libre. El nimero de inmunomoduladores
aumenta continuamente a medida que se van adquiriendo nuevos conocimientos sobre el
sistema Lnmune, sus interacciones y sus mecansmos de regulacion, ademas del estudio de
nuevos agentes de origen microbiano y vegetal; de tal manera que el potencial de
manipularlos con la utilizacién de liposomas e€s muy amplio v especialmente

prometedor.(74).

Los liposomas actualmente son considerados como los vehiculos que pueden cambiar
radicalmente en un futuro no muy lejano las formas de tratamiento de las enfermedades
infecciosas y el cancer. En los proximos aiios, 1a aceleracion de los conocinuentos y las

técnicas utilizadas nos deparan con toda segunidad importantes descubriniientos en esta area

de la biomedicina.(44).

VIL.-IL-2 ATRAPADA EN LIPOSOMAS

Diferentes ensayos clinicos han confirmado que pautas de tratamiento a base de altas
concentraciones de IL-2 pueden inducir la regresion de tumores resistentes a la terapia
convencional. Los resultados mas favorables se han encontrado en el tratamiento de
melanoma maligno metastisico y el carcinoma de células renales, donde son esperables
alrededor de un 20 % de respuestas positivas, incluyendo algunas remisiones completas. A
pesar de que los resultados obtenidos con IL-2 , en combinacién o no con LAK/TIL son
considerados como uno de los logros mas significativos de la inmunoterapia , existen serias
limitaciones para la aplicacién de este tratamiento. Una de las mas importantes €s la grave
toxicidad de la IL-2 que, ademas de ser un factor limitante de dosis, restringe su uso a
enfermos terminales. Sobre el endotelio vascular se produce el llamado Sindrome de
Escape Capilar : extravasacion de fluidos con hipotensién, edema pulmonar y fallo
multiorganico (71). Dado que las manifestaciones mas importante de toxicidad (fiebre,

disfuncion renal y hepatica, edema, etc.) han sido asociadas con altas dosis y administracion
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prolongada de la IL-2 en humanos se ha demostrado que los liposomas pueden modificar la
toxicidad por la alteracion en la absorcion y distribucién de la droga atrapada. (41). Es por
ello gue actualmente se estan valorando dosis y pautas de tratamiento menos toxicas , como
es el hecho de atrapar la molécula de IL-2 en diversos sistemas de liberacion como PEG,

microesferas de Metacrilato y Liposomas.

La asociacién covalente de polietilenglicol (PEG) con rlIL-2 resulta en una proteina
bioactiva (PEG-IL-2) con una vida media prolongada, reducida reaccion a los anticuerpos ¢
incrementada eficacia antitumoral in vivo después de la administracién intravenosa en
modelos animales. Steerenberg y col. (68) han reportado un efectivo tratamiento
locoregional en la linea 10 de cobayos portadores de un hepatocarcinoma, con 1nyecciones
intratumorales de PEG-IL-2. encontrando que la administracion de PEG-IL-2 fue menos
inmupogénica que la rlL-2 en la linea de cobayos utilizada, demostrando también que la
eficacia terapéutica de el tratamiento intratumoral de PEG-IL-2 se ve disminuida después

de una terapia previa de riL-2 o PEG-IL-2. ( 36,86,85).

Otras pruebas llevadas a cabo consistieron en comparar el efecto de la encapsulacion de la
IL-2 en liposomas pequerios, unilamelares, creando un sistema de liposomas tipo SSL-IL-
2 y liposomas , asi como la unién de la 1L-2 al Polietilenglicol : PEG-IL-2, para determinar
si se lograba un mayor efecto antitumoral que al utilizar la IL-2 libre. Kedar y col. (32)
reportan que en estudios in vivo utilizando ratones de la cepa BALB/c con carcinoma
metastasico avanzado, previamente tratados con quimioterapia el sistema SSL-IL-2 fue
significativamente mas efectivo que IL-2 libre, incrementando el nimera de linfocitos en
bazo y sangre periférica, asi como la actividad de las células LAK. Resultados similares se
obtuvieron con PEG-IL-2, que también incrementa la sobrevivencia de los ratones 2 a 6

veces mas que la IL-2 libre.
Con la finalidad de incrementar la eficacia terapéutica de la IL-2 recombinante se ha
comenzado a utilizar en modelos experimentales el atrapamiento de dicha molécuia en

diferentes tipos de liposomas. E! uso de los mismos ofrece diversas ventajas como la
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proteccion de la citoquina atrapada de los efectos deteriorantes de las enzimas del plasma y
anticuerpos in vivo , gran versatilidad en formulaciones liposomales, biocompatibilidad y
factibilidad d de producir las dosis permitidas por la industria farmacéutica. Recientemente
los modificadores de la respuesta bioldgica y algunas citoquinas , particularmente la IL-2 se

han sido empleados en animales y en tratamientos clinicos preliminares. (6).

Bergeis y col. estudiaron la incorporacion de la IL-2 en liposomas, inidiendo después la
eficacia de la incorporacion, la cual fue dependiente de la carga del liposoma, el pH y la
fuerza ionica del medio. Los liposomas con carpa negativa resultaron los de mayor

efectividad (12).

Konno y col. demostraron que la rHu-IL-2 atrapada en liposomas y aplicada en inyecciones
peritumorales en ratones BALB/c inhibid significativamente el crecimiento de tumores

solidos y prolongaron ¢l tiempo de sobrevivencia de los animales tratados. (37).

Kedar y col. (32) en un intento por incrementar la eficacia terapéutica de la [L-2
recombinante humana encapsularon dicha molécula en liposomas unilamelares grandes y
pequefios, midiendo la actividad en sistemas in vitro € in vivo utilizando ratones de la cepa
C57BL/6 , encontrando que la IL-2 atrapada en liposomas pequefios tiene una
farmacocinética superior a la [L-2 libre o atrapada en liposomas grandes, con una ventaja de
mas del 85% de encapsulacton de la I1-2 con actividad bioldgica, facilidad de preparacion y

una mayor estabilidad a4y 37°C.

La eficacia preclinica y terap€utica contra metéastasis hepética y pulmonar en ratones de la
[L-2 y liposomas ha sido reportada en el sarcoma murino MCA-106 y ¢l adenocarcinoma
de colon MC-38 por Loeffler y cols. (41) , quienes demostraron que este modelo de estudio
con animales es apropiado para determinar aspectos de toxicidad de la IL-2, efectos

histopatoldgicos, quimica del suero y valores clinicos hematolégicos.
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Estudios similares fueron llevados a cabo por Anderson y col. (5) incorporando IL-2 en
liposomas multilamelares para modificar la biodistribucién y prolongar la vida media de la
citocina. Se utilizaron ratas para evaluar y caractenizar la toxicidad y los efectos patologicos
de los liposomas-IL-2 administrados por via i.v. contra 1L-2 libre, encontrandose que al
atrapar la IL-2 en liposomas se logra incrementar su potencia y disminuir la toxicidad

pulmonar ocasionada por la utilizacion de ta IL-2 libre.

Loeffler y col. ( 41 ) describen la eficacia anfitumoral de el uso combinado de células LAK
e JL-2 encapsulada en liposomas un modelo de metastasis hepatica murina utilizando el
adenocarcinoma de colon MCA-38. El resultado demuestra un efecto sinergista entre la [L-

2 y las células LAK cuando la citocina es encapsulada en liposomas.

Recientemente Adler y col. (2) probaron el efecto de una vacuna utilizando liposomas
alogénicos humanos contra melanoma, sola o en combinacién con IL-2 en pacientes con
melanoma metastasico. La vacuna fue preparada de fosfolipidos semusintéticos : dimiristol,
fosfatidilcolina y dimiristol-fosfatidilglicerol, y membranas de 6 lineas celulares de
melanoma humano. Se encontré una conversion de las respuestas de hipersensibilidad
retardada a antigenos de melanoma en seis pacientes que mostraron mejoria clinica asi
como un aumento en la respuesta proliferativa a antigenos de melanoma y en la actividad
citotoxica contra lineas de melanoma. El mayor porcentaje de respuestas favorables se

observo en el grupo tratado con liposomas y dosis bajas de [1.-2 aplicada localmente
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HIPOTESIS

La IL-2 recombinante atrapada en liposomas unilamelares puede inducir mayor efecto

antitumoral que la IL-2 libre en ratones tratados con el linfoma subcutaneo L-51 78Y.



wa

OBJETIVOS

. Desarrollar un método que aumente la eficacia en el atrapamiento de 1L-2 recombinante

en liposomas unilamelares.

. Desarrollar  un  modelo  experimental para evaluar la eficacia de estos

inmunomoduladores.

- Determinar el efecto antitumoral de la IL-2 recombinante libre y encapsulada en

liposomas, contra el linfoma subcutineo L-5178Y.

. Determinar la expresion de citoquinas TH 1 y TH 2 en el tejido tumoral de animales

tratados con I1.-2 recombinante libre y atrapada en liposomas.
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MATERIAL Y METODOS

LINEA CELULAR TUMORAL
La linea celular tumoral utilizada fue un linfoma subcutaneo denominado L-5178Y, el cual
fue originalmente inducido con metilcolantreno en ratones DBA/2 (H-2d) y que se mantuvo

en fase ascitica por transplantes periddicos en ratones BALB/c (H-2d).

PROPAGACION DEL TUMOR
El linfoma se mantuvo en ratones de la cepa BALB/e. inoculando en forma intraperitoneal e
2x10°% células por raton, reuspendidas en solucion de PBS en un volumen tatal de 0.2 ml.,

obtenido por puncidn intraperitoneal de un ratén portador. El inoculo se realizo cada 15-18
dias (25).

DETERMINACION DE LA SOBREVIVENCIA DE RATONES BALB/c A
DIFERENTES DOSIS DE LIINFOMA L-7158

Se sacrifico un raton previamente inoculado con la linea celular del linfoma L-5178Y para
extraer el paquete celular requerido, resuspendiendo las células en solucion de PBS,
centrifugdndose a 2500 r.p.m. /10 min. Se lavaron las células nuevamente y se ajustaron con
la misma solucion, preparando 5 grupos de 10 ratones c/u que recibieron las siguientes
dosis de células tumorales : 2x 10°, 1 x 10°,2.5x 10°, 10x 10° y 1 x 10* células /ratén. Se
inoculo en un volumen total de 0.2 ml de solucion de Hanks, via s.c en la region dorsal del

ratén, monitoreandose la sobrevivencia durante un periodo de 30-40 dias.
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DETERMINACION DE LA VIA DE ADMINISTRACION Y DOSIS OPTIMA DE IL-
2 LIBRE EN LA REGRESION DEL TUMOR

El dia nueve se administré IL-2 en dosis de 5000, 10000, 20000, 40000 y 80000 U , 5
grupos por via i.v , en un volumen total de 0.2 ml. y 5 grupos por via i.t. en un volumen total
de 0.3 ml. Se monitored la sobrevivencia durante los siguientes 30 dias. Cada dosis se
administré a grupos de 10 ratones que fueron previamente inoculados con 2.5 x 10° células
tumorales del linfoma (dia 0), igualmente se preparé un grupo control el cual solamente se

inoculd con las células tumorales. En todos los grupos se monitored la sobrevivencia durante

un periodo de 30-40 dias.

ATRAPAMIENTO DE INTERLEUCINA-2 RECOMBINANTE EN LIPOSOMAS

Se colocaron en un matraz 0.0lg de colesterol, 0.03g de fosfatidilcolina y 0.0lg de
fostatidiletanolamina, disolviéndose en 2 ml. de cloroformo, mezclandose en un vortex por
30 seg. Utilizando un flujo continuo de N, se evapora ¢l cloroformo hasta la produccion de
un film de fosfolipidos en la pared del matrdz, enseguida se agrego 1 mide 1L-2, 1 X 10° U
(250 pg/ml) y 1 ml de PBS. Se agitd vigorosamente en un vortex por 5 minutos hasta
disolver los fosfolipidos y formar vesiculas multilamelares conteniendo la [L-2. Para
producir vesiculas unilamelares por el méiodo de extrusion se utilizo un extruder (Lipiex
biomembranics, Vancuver Canada) usando membranas de policarbonato con un poro de 100
nm de didmetro. Los liposomas son extruidos entre 5 y 10 veces a través de la membrana
utilizando una presion de N, entre 200-500 nm de Hg. Una vez obtenidos se colocaron en
viales en alicuotas de 1 ml y se congelaron a -20° C hasta su utilizacién, por un periodo no

mayor de una semana después de su fabricacion.
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DETERMINACION DE LA VIA DE ADMINISTRACION Y DOSIS OPTIMA DE IL-
2ATRAPADA EN LIPOSOMAS EN LA REGRESION DEL TUMOR

Se inocularon 10 grupos de 10 ratones c¢/u con la dosis 6ptima de sobrevivencia al linfoma
L-5178Y, (dia 0) y un grupo control. El dia nueve se inocularon los ratones con la IL-2
atrapada en liposomas en las siguientes dosis : 5000, 10000, 20000, 40000 y 30000 U,
inoculdndose via i.v en un volumen total de 0.2 ml o via i.t en un volumen de 0.3 ml. Se

monitoreo la sobrevivencia durante los siguientes 30 dias.

EXTRACCION DE RNA DE TEJIDO TUMORAL Y BAZO

Se llevd a cabo utilizando el reactivo de TRIZOL (Gibco BRL., Gaithersburg, M.D.). Esta
técnica se desarrollé segiin como lo describe Chomeczynski (15). 100 mg de tejido fueron
homogeneizados con | ml de TRIZOL y se incubaron posteriormente a temperatura
ambiente. Se adicionaron 200 pul de cloroformo y se agitaron por 15 seg. se incubaron 2-3
min. y se centrifugaron a 12000 ¢/5 min. a 4° C , formandose una fase acuosa en la parte
superior. una interfase y una fase orgénica en e] fondo. El RNA se precipito a partir de la
fase acuosa por la adicién de 0.5 ml de isopropanol, se centrifugo a 12000g/5 min. 2 4°C y
se lavo el paquete con etanol al 70%. Se removio el etanol para solubilizar el RNA y se
disolvio el paquete con agua tratada con DEPC. Para la integridad del RNA fue comdo en

geles de Urea-Poliacrilamida.

PRODUCCION DE cDNA.

Se coloco en un tubo eppendorf 2 pg de RNA, 5 ul de solucidn amortiguadora RT
(Transcriptasa Reversa), 1 pl de DTT (Dithiotreitol) 10 mM, 1 pl de inhibidor de RN Asas
(RNAsin), 4 ul de dNTP (Deoxinucledtidos) 40 mM, 1 ul de oligo d (T) 165 mM, 200 U/ul
de Superscript RT (Transcriptasa Reversa) y agua tratada con DEPC al 0.5% hasta obtener
un volumen final de 30 pl. Se incubd la mezcla a 37° C por 90 min.; se congelé

posteriormente hasta €]l momento de su uso.
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METODO DE RT-PCR PARA DETECTAR LA EXPRESION DE CITOQUINAS
TH1 (INF-y , IL-2 E IL-12) Y TH2 (IL-4, [L-5 E [L-10) EN TEJIDO TUMORAL.

El método utilizado para determinar la expresién de citoquinas TH1 y TH2 en el tumor fue
el descrito por Reiner y col. (35). Se colocd en un tubo 0.5 ug de DNA, 0.2 mM de cada
dNTP, 1.5 mM de MgCL, 100 ng de cada pnmer, 10 mM de tns HCl , 59 mM de KCl,
0.01% de gelatina, pH 8.3 (a 37° C) y una U de Taq DNA polimerasa. Las condiciones para
la reaccién consisten en 94° C/1 min. , 50° C, 50° C y 72° C/30 seg. durante 30 ciclos. Los
productos se analizaron en un gel de 20% de poliacntamida y 8 M de urea, y se analizé por

luz ultravioleta después de ser tenido con una solucion de bromuro de etidio.

NOTA: Las secuencias de los primers utilizadas para cada citoquina fueron las siguientes:

IL-12 5> ATGGCCATGTGGGAGCTGGAG 3°
3’ TTTGGTGCTTCACACTTCAGG 5’

IL-4 5 CATCGGCATTTTGAACGAGGTIC 3
3" CTTATCGATGAATCCAGGCATCG 5
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RESULTADOS

EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DEL LINFOMA 1L-5178Y EN LA SOBREVIVENCIA
DE RATONES BALB/c.

Para determinar la dosis optima del linfoma L-5178Y en la sobrevivencia de los ratones,
con el objeto de conocer la cantidad de células que ocasionan un porcentaje de mortalidad
mayor al 90% en un lapso no mayor de 30 dias se probaron las siguientes dosis del linfoma :
2x1041x10°%25%x10% 5x10°y 10 x 10° células /raton. Se probaron cinco dosis
diferentes de concentraciones celulares del linfoma L-5178Y encontrandose que dosis bajas
de células, del orden de 2 x 10 * células/ratdén no causan efectos marcados en la taza de
mortalidad de los grupos de trabajo, ya que se registré un porcentaje de sobrevivencia de
90% a los 30 dias posteriores a la inoculacién del tumor, a diferencia de las dosis de 5 x 10 ®
y 10 x 10 ¢ células/raién que ocasionan un porcentaje de sobrevivencia de 50% y 25%
respectivamente. (Figura No. 3). Las dosis con menor porcentaje de sobrevivencia fueron las

de 1 x 10 ° con un 30% y la de 2.5 x 10 ® con un 10% a treinta dias de inoculado el tumor.

EFECTO DE LA IL-2 INTRAVENOSA EN RATONES BALB/c CON LINFOMA L-
5178Y. ( DOSIS ALTAS ).

Una vez determinada la dosis que origina un porcentaje mayor al 90% de mortalidad en un
periodo de 30 dias se probaron dosis altas de [L-2 inoculandose por via intravenosa.(Figura
No. 4). La dosis de §0000 U de IL-2 registr6 un porcentaje de sobrevivencia del 10%, 40000
U de IL-2 un 0% , menor que el 10% registrado por el grupo control y 20000 U de IL-2 un

30% de sobrevivencia.
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EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DE IL.-2 INTRAVENOSA EN RATONES BALB/c
CON LINFOMA L-5178Y.

La Figura No. S muestra los resultados obtenidos al probar dosis bajas como lo son 20000,
10000 ¥ 5000 1J de IL-2, con lo cual se registraron porcentajes del 70%, 40% y 60%

respectivamente, mientras el control presenta un 40%.

EFECTO DE 20000 U DE IL-2 LIBRE Y LIPOSOMAL VIA INTRAVENOSA EN
RATONES BALB/c CON LINFOMA L-5178Y.

Habiendo encontrado las dosis que parecen tener la mejor efectividad en el incremento de
las tasas de sobrevivencia se realizo un experimento utilizando 20000 U de IL-2 libre y
liposomal, por via infravenosa. (Figura No. 6). Con una dosis de 20000 U de IL-2 libre
administrada por via intravenosa se registré un 30% de sobrevivencia a los treinta dias a
diferencia del 40% observado con la aplicacion de la misma dosis pero con la [L-2 atrapada

en liposomas. El resultado del grupo contro! fue 0% de sobrevivencia.

EFECTO DE 20000 U DE IL-2 LIBRE Y LIPOSOMAL ViA INTRATUMORAL EN
RATONES BALB/c CON LINFOMA L-5178Y.

Por via intratumoral la misma dosis de 20000 U de IL-2 libre presenta un porcentaje de
sobrevivencia del 60%, 40% armba que el control. El mismo resultado se obtuvo al probar la
misma dosis de 1L.-2 pero atrapada en liposomas. En este experimento el control registré un
20% de sobrevivencia al dia treinta. (Figura No. 7).

Dados los resultados anteriores se dectdid probar €l efecto de 5000 U de I1.-2 tanto libre

como liposomal por ambas vias.

EFECTO DE 5000 U DE IL-2 LIBRE Y LIPOSOMAL VIA INTRAVENOSA EN
RATONES BALB/c CON LINFOMA L.-5178Y.

La Figura No. 8 nos muestra e resultado obtenido inoculando 5000 U de IL-2 libre por via

intravenosa, donde se registra un 30% de sobrevivencia, ; en cambio, cuando la interleucina
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es atrapada en liposomas, por la misma via incrementa a un 70% la sobrevivencia, 40% mas

respecto al control, que fue de un 20% al dia treinta.

EFECTO DE 5000 U DE IL-2 LIBRE Y LIPOSOMAL ViA INTRATUMORAL EN
RATONES BALB/c CON LINFOMA L-5178Y.

Finalmente se probd la via alterna, es decir intratumoral con la misma dosis de 5000 U. Al
inocular IL-2 en forma libre se registré un 40% de sobrevivencia, la mitad de! 80%
registrado al atrapar la [L-2 en liposomas. (Figura No. 9). El control registré solo un 20% de

sobrevivencia.

MONITOREO DEL PESO DE RATONES BALB/c CON LINFOMA L-5178Y
TRATADOS CON 5000 U DE IL-2 LIPOSOMAL VIA INTRATUMORAL.

Otro parametro analizado fue el incremento en peso registrado en un lapso de 15 dias
después de la inoculacion del tumor, en los ratones del grupo tratado con 5000 U de IL-2 por
via intratumoral debido a que fue el grupo de trabajo con mayor porcentaje de sobrevivencia
de todos los analizados en un periodo de 15 dias posteriores a la inoculacién del tumor.
(Figura No. 10). El incremento en peso es debido principalmente al crecimiento y expansion
del mumor. Como puede observarse a partir del dia 10 comienza a dispararse el incremento
en peso de los ratones del grupo control a diferencia del grupo tratado con 11.-2 que registran
una ganancia en peso de 13.5 g a diferencia de 20.9 g de el grupo control. Se registra una

diferencia de 7.4 g de diferencia en peso entre el control y el tratamiento.
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Figura No. 3  Efecto de diferentes dosis del linfoma L-5178Y en la sobrevivencia de
ratones BALB/c. Se inocularon grupos de ratones con: 2x 10* (O ),1 x 10° (A ),2.5x 10°
(W), 5x 10 ° (#) y 10 x 10 ® (* ) células/raton, monitoreandose la sobrevivencia durante los
siguientes cuarenta dias.
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Figura No. 4 Efecto de la 1L-2 intravenosa en ratones BALB/c con linfoma [-5178Y. Las
dosis probadas fueron 20000 U ( A ), 40000 U ( ™)y 80000 U (@), asi como un grupo
control ( O ), de todos los cuales se monitoreo la sobrevivencia en un periodo de 30 dias

posteriores a la inoculacion del tumor.

48



1004 i i

20

80

70

60

50

40

% SOBREVIVENCIA

30

20

10

00 5 10 15 20 25 30 35 40

DIAS POSTERIORES A LA INOCULACION DEL TUMOR

Figura No. 5 Efecto de diferentes dosis de IL-2 intravenosa en ratones BALB/c con
linfoma L-5178Y. Los tratamientos corresponden a 20000 U ( A ), 10000 U (B )y 5.000 U
(¢ ). El resultado de el grupo control ( @) se registro también hasta los 30 dias posteriores a

la inoculacion del tumor.
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Figura No. 6 Efecto de 20000 U de IL-2 libre y liposomal via intravenosa en ratones
BALB/c con linfoma L-5178Y. La dosis probada fué inoculada por via intravenosa en
forma libre (A) y liposomal (H). También fue monitoreado el grupo control (@) en un
periodo de 30 dias posteriores a la inoculacion del tumor.
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Figura No. 7 Efecto de 20000 U de IL-2 libre y liposomal via intratumoral en ratones
BALB/c con linfoma L-5178Y. La sobrevivencia en los grupos que recibieron los

tratamientos con IL-2 en forma libre (A) y atrapada en liposomas (O) fue analizado junto
con el comportamiento registrado por &l grupo control (O).
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Figura No. 8 Efecto de 5000 U de IL-2 libre y liposomal via intravenosa en ratones
BALB/c con linfoma L-5178Y. La sobrevivencia en los grupos que recibieron los
tratamientos con IL-2 en forma libre (A)y atrapada en liposomas (M) fue analiz_ado junto
con ¢l comportamiento registrado por el grupo control (@) hasta 30 dias posteriores a la

inoculacion del tumor.

52



100%—=
90
30
70
60
50
40
30
20
10

% SOBREVIVENCIA

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
DIAS POSTERIORES A LA INOCULACION DEL TUMOR

Figura No. 9 Efecto de 5000 U de IL-2 libre y liposomal via intratumoral en ratones
BALB/c con linfoma L-5178Y. La sobrevivencia en los grupos que recibieron los
tratamientos con [L-2 en forma libre (A) y atrapada en liposomas (M) fue analizado junto
con el comportamiento registrado por el grupo control (@) hasta 30 dias posteriores a la
inoculacion del tumor.
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Figura No. 10 Monitoreo del peso de ratones BALB/c con linfoma L-5178Y tratados con
5000 U de IL-2 liposomal via intratumoral.Se determing el incremento en peso registrado
por el grupo que recibid tratamiento ( A )con 5000 U de IL-2 via i.t , asi como un grupo
control ( @ ) en un periodo de 18 dias posteriores a la inoculacion del tumor.
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% DE
SOBREVIVENCIA
TRATAMIENTO DOSIS VIA DE | ALDIA 30
“ ADMINISTRACION|| DESPUES DE
INOCULADO EL
JILINFOMA L-5178Y
IL-2 LIBRE 20000 U iv. 10
| 112 LIBRE 40000 U iv. 20
[L-2 LIBRE 20000 U iv. 30
N M RIBRE 10000 U | iv. 40
IL-2 LIBRE 5000 U iv. 30
IL-2 LIBRE 20000 U it. 60
IL-2 LIBRE 10000 U it 70
L2LIBRE || 5000 U A 40
JL-2 LIPOSOMAL 40000 U iv. 60
IL-2 LIPOSOMAL 20000 U V. 40
IL-2 LIPOSOMAL 5000 U iv. [ 70
L2 LIPOSOMAL 20000 U it 60
[L-2 LIPOSOMAL 5000 U | it M 80

Tabla No.7 Efecto de diferentes dosis y vias de administracién de IL-2 en la sobrevivencia

de ratones portadores del linfoma L-5178Y.
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Ratones Normales Ratones Control Ratones Tratados con
5000 U de IL-2 en
Liposomas

Gen Bazo Tejido Bazo n Tumor Bazo Tumor
15d 30d}f154 30d|15d 30d]| 15d 30d
IL-12 - - ” - i+ + ||+ +
IL4 - ¢ - |- - |l - i- +
GIPDH + + - +|[+ + ||+ + [+ +

Tabla No. 8 Expresion local y sistémica de citoquinas encontrada en ratones BALB/c

tratados con IL-2 recombinante atrapada en liposomas.

36



Figura No. 11 Efecto antitumora. de la Interleucina-2
recombinante atrapada en liposomas. A} Inyeccién subcutanea

de 2.5 x 10 ° cé&lulas del linfoma 1,-5178Y tratados con 5000 U
de IL-2 9 dias después por via intratumoral (20 dias después

(B) Inyeccion subcutanea de 2.5 X

de 1a inoculacidn del tumor) .
(20 dias después de la

10 ® ~&lulas del linfoma L-5178Y
inoculacién del tumor) -
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Fig. No. 12 Expresion de G3PDH en bazo y tumor de ratones tratados con IL-2 recombinante en
liposomas. Expresién de G3PDH ( 540 pb ). Marcadores (1), control negativo (2), bazo a los 30 dias
despues de la inoculacion del tumor sin tratamieato (3) y bazo a los 15 dias (4), bazo a los 30 dias (5),
tumor a los 15 dias (6) tumor a los 30 dias (7) de los ratones tratados. Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y tefiidos con bromuro de etidio.
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Fig. No. 13 Expresion local y sistémica de IL-12 en ratones tratados con [L-2 recombinante en
liposomas. Expresion de 1L-12 ( 420 pb ). ). Marcadores (1), control negativo (2), bazo a los 30 dias
despues de la inoculacion del tumor sin tratamiento (3} y bazo a los 15 dias (4), bazo a los 30 dias (5),
wmor a los 15 dias (6) tumor a los 30 dias (7) de los ratones tratados. Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y tefiidos con bromuro de etidio.
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Fig. No. 14 Expresion local y sistémica de IL-4 en ratones tratados con IL-2 recombinante en
liposomas. Expresion de 1L-4 ( 388 pb ). ). Marcadores (1), control negativo (2), bazo a los 30 dias
despues de la inoculacion del tumor sin tratamiento (3) y bazo a los 15 dias (4), bazo a los 30 dias (5),
tumor a los 15 dias (6) tumor a los 30 dias (7) de los ratones tratados. Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y tefiidos con bromuro de etidio.



Fig. No. 15 Expresion local y sistémica de citoquinas en ratones tratados con 1L-2 recombinante‘t':n
liposomas. ( A ) Expresion de G3PDH ( 540 pb ), ( B ) expresion de IL-12 (420 pb ), (€ ') expresion
de IL-4 ( 388 pb ). ). Marcadores (1), control negativo (2), bazo a los 30 dias despues de la mocu}acwn
del tumor sin tratamiento (3) y bazo a los 15 dias (4), bazo a los 30 dias (5), tumor a los 15 dias (6)
tumor a lus 30 dias (7) de los ratones tratados. Los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8 % y tefiidos con bromuro de etidio.

61



DISCUSION

La interleucina-2 recombinante €s una de las citoquinas mds ampliamente utilizadas en la
inmunoterapia de tumores solidos, dada su capacidad de activar algunos sistémas
citotéxicos antitumorales del huésped. Los estudios clinicos de Fase I, Il y [1l que se han
realizado indican que la IL-2 presenta un efecto antitumoral importante (nicamente en
esquemas de dosis que generalmente producen efectos toxicos. Debido a esta toxicidad
elevada es necesario desarrollar estrategias para disminuir dichos efectos, manteniendo o
aumentando la actividad antitumoral. Algunas de las perspectivas que estdn en desarrollo
para obtener mayor segunidad y efectividad en esta terapia son las siguientes:

A).- Asociar los tratamientos convencionales con la inmunoterapia .

B).- Administrar diferentes combinacignes de citoquinas.

C).- Investigar otras formas de administracion, por cjemplo : vias diferentes, dosis menores
¢ infusiones constantes.

D).- Desarrollar vehiculos especializados que incrementen su potencial inmunoterapéutico,
disminuyendo la toxicidad, por ejemplo, los liposomas.

E).- Asociar diferentes farmacos con inmunoterapia para disminuir toxicidad.

El uso de liposomas como un sistema de contro] de liberacion para drogas citotdxicas,
antibidticos y citoquinas ha sido utilizado para incrementar su actividad biologica y reducir

los efectos tdxicos sistémicos inherentes a ellos.

La IL-2 recombinante humana tiene una solubilidad limitada a pH neutro y una vida media
corta en circulacién. Por lo tanto para alcanzar los niveles terapéuticos son requeridas
administraciones continuas de altas dosis de I1L-2, lo que con frecuencia resulta en toxicidad
severa. Estos problemas pueden ser disminuidos por el atrapamiento de esta citoquina en

liposomias.

En estudios in vitro y en modelos animales se ha encontrado que algunas citoquinas en

acarreadores ( como la [L-2, Interferon y el Factor de Necrosis Tumoral ) han reducido sus
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niveles de toxicidad y han incrementado los efectos antitumorales por sobre los mismos

agentes libres.

La IL-2 se ha incorporado en liposomas con el proposito de modificar su farmacocinética,
por e¢jemplo Anderson y col. encontraron que la incorporacién de [L-2 en liposomas
modifica significativamente su distribucién y produce menos efectos toxicos, dade que la
administracion de 1L-2 libre a una dosis de 0.24 x 10° U/kg/dia por infusiéon continua
durante 15 dias produce toxicidad severa y muerte, mientras que no hubo toxicidad cuando
se aplicd una dosis de 0.3 x 10° U/Kg/dia de IL-2 atrapada en liposomas. Para producir
signos de toxicidad y cambios patolégicos con la IL-2 atrapada cn hiposomas se requino
unz dosis 7.5 veces mayor en comparacion con la 1L-2 libre (5).

La farmacocinética de la IL-2 es notablemente modificada cuando se atrapa en liposomas,
Anderson y col. han encontrado que el tiempo medio de eliminacion en ¢l peritoneo de
50,000 U de 1L-2 libre es de 24 min., mientras que el tiempo medio de eliminacidn de la IL-

2 atrapada en liposomas del mismo sitio es de 4.3 horas (6).

Por lo que respecta a la potenciacion de la actividad antitumoral de la I1L-2 recombinante
atrapada en liposomas Loeffler y col. encontraron que la administracion diana de 50,600 U
de IL-2 en liposomas durante 5 dias en combinacion con 1x10® linfocitos T activados
produce un 90 % de reduccion de las metastasis hepaticas ocasionadas con el
adenocarcinoma de colon MCA-38, mientras que no se encontrd ningun efecto con la
misma dosis de 11.-2 libre, ni con los linfocitos T citotdxicos (41). Este estudio muestra que
los lipesomas incrementan ¢l efecto antitumoral de la IL-2 recombinante ya que 250,000 U
de [L-2 atrapada en liposomas fueron requeridas para producir un efecto antitumoral, esta
dosis difiere significativamente de la requerida para producir un efecto antitumoral en
auestro trabajo donde con 5,000 U se obtuvieron significativos efectos antitumorales, esto
probablemente se deba al modelo de tumor estudiado ( eliminacion de metastasis ), forma

de administracion y la preparacién de IL-2 recombinante utilizada.
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Por su parte Kedar y col. han comparado la actividad antitumoral de la 1L-2 libre, 1L-2
pegializada ( formulada en polietilenglicol, PEG ) y la IL-2 atrapada en liposomas de larga
circulacion ( estabilizados estericamente ) en ratones con el carcinoma metastasico M109,
Ja JL-2 formulada en PEG y liposomas mostraron igual efecto antitumoral, solamente que la
primera produjo signos de toxicidad en los ratones ; nuevamente se requirieron 250,000 U
de [L-2 en liposomas administradas en dos dosis de 125,000 U para producir un efecto
antitumoral, por abajo de estas dosis no se observé ningln efecto significativo (32). La
diferencia mds importante con nuestro trabajo es que la admimistracion de 1L-2 en
liposomas es por via 1.v. 0 1.p., por lo que puede ser la razén principal por la que se
requieran dosis muy altas para producir un efecto antitumoral, otros estudios llevados a
cabo con IL-2 en liposomas en tumores subcutaneos, metastasis hepaticas o pulmonares han
demostrado que la IL-2 es miés efectiva terapéuticamente cuando es administrada
localmente. intracavitariamente o regionalmente, pero no cuando es administrada

sistémicamente (6,41.32,38,80).

También se han confirmado estos hallazgos utilizando otres sistemas de liberacion local de
citoquinas ; por ejemplo, otros grupos han demostrado que se incrementa la  actividad in
vivo de la IL-2 unida a matrices sélidas o geles, usados como sistema de liberacion lenta,
los cuales fueron mucho mas potentes cuando se administraron en la proximidad del tumor.

(18,32,46,48 ).

Por otro lado, Neville y col. han evaluado la posibilidad de inducir un estado de inmunid

protectiva antitumoral contra un melanoma B16 no inmunogénico usando [L-2 atrapad. en
liposomas. Ellos encontraron que con la administracion intratumoral de 1 x 10° U de 1L-2
libre no se tiene ningtn efecto, pero con 3.4 x 10° U se produce un 73 % de proteccion.
Con la administracién intratumoral de 4 x 10° U de IL-2 en liposornas obtienen un 70 % de
protecciéon. En este modelo de proteccion contra un tumor no inmunogénico la IL-2
atrapada en liposomas fue 85 veces mas potente que la IL-2 libre por via intratumoral .

Aunque en un modelo de tumor diferente, nosotros hemos encontrado datos semejantes, por



ejemplo, con 4 x 10 U de IL-2 en liposomas por via intratumoral se obtuvo un 60 % de
sobrevivencia, mientras que con 5,000 U de [L-2 atrapada en liposomas por via
intratumoral se produce un 80 % de sobrevivencia. En nuestro modelo de estudio la 11.-2
atrapada en hiposomas fue 50 veces mas potente que la JL.-2 libre por la via intratumoral (

Tabla No.7).

La mayoria de los estudios realizados hasta el momento con IL.-2 atrapada en liposomas han
encontrado que se mejora la actividad antitumoral de la IL-2 recombinante, pero el
mecanismo preciso de este efecto antitumoral de la IL-2 en liposomas no ha sido
determinado. Todos los estudios enfatizan que el incremento en la actividad antitumoral se
debe principalmente a una disminucion de los efectos toxicos, por una modificacion de la
biedistribucion de la IL-2 y por retardar su liberacion en e} sitio de aplicacion. Nosotros
encontramos que ¢l efecto antitumoral de la IL-2 atrapada en liposomas puede deberse a la
induccion de la expresion sistémica y local de la IL-12 a los 15 y 30 dias después de

aplicado el tumor.

LaIL-12, es una citoquina producida por los linfocitos B y los macrofagos activados, y se
ha reportado que presenta significativos efectos antitumorales en varios modelos de
tumores murinos. El mecanismo de accién de la actividad antitumoral inducido por la [L-12
no esta completamente comprendido, aunque algunas de sus propiedades pueden ser un
requisito para este fenomeno. Se ha demostrado que la IL-12 incrementa directamente la
proliferacion y el potencial citotéxico de las células NK, células T y células LAK (76). Se
ha demostrado también que la IL-12 sinergiza con la IL-2 en la induccién de otras
citoquinas (como Interferdn-y) en las células T y NK, sugiriéndose que esta citoquina puede

mediar los efectos sinergisticos observados en la citotoxicidad. (75).

En el efecto antitumoral parece participar también la expresion de la 1L-4, la cual es
producida por la otra subpoblacion de células T, las TH2. El resultado de el andlisis de esta
citocana fue que su expresion solo se detectd en el tejido tumoral de los ratones tratados con

la IL-2, a los 30 dias, pere no se observd expresion a los 15 dias en tejido tumoral, ni en
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bazo. La IL.-4 es un producto de células T CD4+ y ha demostrado estar involucrada en la
regulacion de la respuesta inmune. Estudios recientes han demostrado que la IL-4 juega un
papel importante en la supresion del crecimiento de tumores (72). Se ha encontrado que la
11-4 producida por linfocitos presentes en el sitio del tumor induce inmunidad sistémica en

modelos murinos de clertos canceres.

El desarrollo de una respuesta inmune efectiva a un tumor involucra una cascada de
eventos. incluyendo el reconocimiento de antigenos asociados a tumor, la induccion de una
respuesta inmune y la eliminacién del tumor por células efectoras inmunes. Se ha
demostrado que la respuesta inmune por parte de las células T a los tumores es el tipo de
inmunidad predominante para mediar la regresion de tumores establecidos y que dos de las

citoquinas mas importantes en ¢l desarrollo de una respuesta inmune antitumoral son la IL-

4elL-12 (70).
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CONCLUSIONES

1 -Se desarrollé un linfoma subcutdneo (L-5178Y) en ratones BALB ¢ que puede ser

utilizado como modelo de cancer experimental.

2 - Se desarrollé un procedimiento para la produccién de liposomas umlamelares

contentendo [L-2 recombinante.

3 -La administracidn de dosis altas de [L-2 recombinante (10000-40000 U) en ratones con

linfoma subcutineo produce efectos toxicos. debido a que acelera la mucrte de los ratomues.

4 -La IL-2 recombinante (5000 U) atrapada en liposomas unilamelares tanto por via i.v
como local presenta una actividad antitumoral mayor que la IL-2 libre contra el linfoma

subcutaneo.

5 -La IL-2 recombinante produce un mejor efecto antitumoral contra el linfoma subcutaneo

cuando es administrada localmente.
6 -El efecto antitumoral de la IL-2 atrapada en liposomas puede ser debido a la expresion

local de [L-4 e I.-12 , las cuales pueden inducir la activacién de linfocitos T citotoxicos

especificos contra el tumor.
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PERSPECTIVAS

Este estudio demuestra que una tinica administracién de [L-2 en liposomas produce un
significativo efecto antitumoral contra el linfoma subcutineo en ratones BALB/c. El
mecanismo por ¢l cual se produce este efecto antitumoral parece ser debido a la expresion
local de IL-4 e IL-12. Dichas citocinas potencialmente pueden inducir la activacion de
linfocitos T citotoxicos especificos contra el tumor. Estos datos nos permiten proponer lo

siguiente :

1.- Analizar el efecto antitumoral de varas dosis continuas de 1L-2 recombinante en

liposomas.

2.- Analizar los mecanismos de respuesta antitumoral inducidos por la administracion de 1L.-
2 recombinante en liposomas.

a) Induccién de CTL

b) Induccién de LAK

¢) Induccién de Citoquinas TH1 y TH2

3.- Analizar el efecto antitumoral producido por la combinacién de varias citoquinas
recombinantes en liposomas. Por ejemplo : IL-2 + [L-12 en liposomas 6 IL-2 + IL-15 en

liposomas.

4.- Analizar el efecto antitumoral producido por la expresion local del gene de 1L-2 por

medio del uso de los liposomas como vectores de informacién genética.

5- Realizar un estudic de Fase | en pacientes con tumores solidos avanzados para

determinar la factibilidad de la aplicacion clinica de la [L-2 recombinante en liposomas.
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