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Resumen

Con objeto de valorar el efecto de l1a ciclosporina A so-
bre el desarrollo de metastasis del melanoma B16F10 ino-
culado por via intraesplénica, efectuamos diversos trata-
mientos con este agente: a) a partir de la inoculacién tumo-
ral y diariamente durante todo el proceso de diseminacion
metastatica (dias 1 a 12); b) en la fase inicial del proceso
(dias 12 5), ¥ ¢) en la fase final del mismo (dias 7 2 12). El
tratamiento durante todo el proceso y en la fase inicial en
particular produce un incremento de la colonizacién hepi-
tica atribuible al efecto inmunosupresor del agente. El tra-
tamiento en la fase final reduce significativamente el volu-
men de metistasis e incrementa la supervivencia media de
los animales. Sin descartar otros posibles mecanismos, en-
contramos un efecto antiproliferativo directo de la CsA so-
bre las células del melanoma B16F10 cultivada «in vitron.

Abstract

With the aim of assessing the effect of Cyclosporine A
on the development of metastases of B16F10 melanoma ino-
culated by intrasplenic route, various treatments are carri-
ed out with this agent: 2) starting from tumoral inoculation
and daily during all the process of metastatic dissemination
81st. to 12th. days); b) in the initial stage of the process (Ist.
to Sth. days); and c) in its final stage (7th. to 12th. days).
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The treatment during all the process, and particularly in its
initial stage, causes an increase in hepatic colonization at-
tributed to the immunosuppressive effect of the agent. The
treatment in final stage reduces the volume of metastases
significantly, and increases average survival of the animals.
Without injecting other feasible mechanisms the authors

. find a direct antioperative effect of CsA on the cells of the

B16F10 melanoma cultured «in vitro».

Zusammenfassung

- Um die Wirkung des Zyklosporins A auf die Entwicklung
der Metastase des Melanoms B16F10, auf intralienalem
Wege eingefiihrt, wiirdigen zukdnnen, haben die Verf. vers-
chiedene Behandiungen mit diesem Agenten durchgefiihrt,
und zwar: a) tumorale Inokulation tiglich wihrend des ge-
samten Prozesses der metastatischen Ausbreitung (1-12
Tage); b) in der Anfangsphase des Prozesses (1-5 Tage), und
c) in der Endphase desselben (7-12 Tage). Die Behandlung
withrend des ganzen Prozesses und insbesondere in der An-
fangsphase fiihrt zu einer Erhdrhung der hepatischen Ko-
lonisation, die auf die immunosuppressorische Wirkung des
Agenten zuriickzufiihren ist. Die Behandlung in der End-
phase mindert den Umfang der Metastase erheblich und er-
hoht das durchschnittliche Uberleben der Tiere. Ohne da-
mit andere mogliche Mechanismen auszuschliessen, konn-
ten die Verf. eine direkte antiproliferative Wirkung des CsA
auf die Zellen des Melanoms B16F10 feststellen, die «in vi-
tro» kultiviert wurden.

Résume

Afin d'évaluer l'effect de Ja cyclosporine A sur le déve-
loppement métastatique du mélanome B16F10 inoculé par
voie intrasplénique, nous avons rélisé divers traitements
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avec cet agent: a) a partir de l'inoculation tumorale et de
fagon quotidienne pendant tout le processus de dissémina-
tion métastatique (du 17 au 12°™ jour); b) dans la phase ini-
tiale du processus (du 1* au 5*_’“' jour), et ¢) dans la phase
finale de celui-ci (du 7™ au 12°™ jour). Le traitement pen-
dant tout le processus et, particuliérement, pendant la phase
initiale produit une augmentation de la colonisation hépa-
tique attribuable 2 I'effet immunosuppresseur de I'agent. Le
traitement pendant la phase finale eduit de facon significa-
tive le volume de métastase et augmente la survie moyenne
des animaux. Sans exclure d’autres mécanismes possibles,
nous trouvons un effet antiproliférant direct de la CsA sur
les cellules du mélanome B16F10 cultivées «in vitron.

Introduccidén

La ciclosporina A (CsA), como agente inmunosu-
presor, ha originado gran interés debido a la especi-
ficidad de su accion sobre el sistema T, mientras que
no altera la capacidad antiinfecciosa del organismo !
con la excepcidn de la reactivacién del virus de Ep-
stein Barr ¢ infecciones virales 2. Sin embargo, ¢l en-

_ tusiasmo despertado por este inmunosupresor ha sido
posteriormente ensombrecido por el aparente elevado
riesgo de aparicidn de neoplasias secundarias al tra-
tamiento. Este riesgo parece mayor para los tumores
que presentan una fuerte evidencia de etiologia viri- .
ca’ Las neoplasias malignas mas frécuentes son Jos
canceres de piel, en especial el carcinoma escamoso.
Sin embargo, se describe un aumento progresivo en
la aparicidn de melanomas malignos*.

En la actualidad se considera que el riesgo de neo-
plasias secundarias al tratamiento con CsA no es su-
perior al de pacientes sometidos a inmunosupresién
convencional®. Por otra parte, no existen evidencias
de que la CsA sea directamente carcinogenética 4 !,
Sin embargo, en estudios experimentales se ha evidencia-
do que la CsA produce un estimulo de la prolifera-
cion de los linfocitos B. hecho que justificaria el po-
sible desarrollo de tumoraciones tipo BS. En otras ex-
periencias sobre tumores experimentales, la CsA no
produce efectos significativos sobre el desarrollo del
tumor primario, mientras facilita el desarrollo de me-
tastasis 2. Finalmente, la inhibicién especifica del sis-
tema T, mediante asociaciéon de timectomia y admi-
nistracion de CsA, origina un retardo significativo del
crecimiento y diseminacion metastatica de tumores
singénicos®. )

Nos proponemos, en este trabajo experimental, va-
lorar el efecto de la administracién de CsA a dosis in-
munosupresoras sobre el desarrollo metastasico del
melanoma B16F10. Para ello utilizamos un reciente
disefio experimental para la produccion y cuantifica-
cion de metastasis hepaticas’. Adicionalmente. v con
objeto de valorar la posible accion directa de la CsA
sobre las células BI6F 10, estudiamos ¢l efecto de dis-
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tintas dosis de CsA sobre el crecimiento y la capaci-
dad clonogénica in vitro de estd linea celular.

Material y métodos

Animales

Se han utilizado ratones isogénicos CS7BL /6, hem-
bras, de seis-ocho semanas de edad, proporcionados
por los laboratorios IFFA-Credo (Francia). Alojados
en nimero de 10 animales por jaula, har sido alimen-
tados ad libitum v su peso ha sido periddicamente
controlado.

Células wumorales v condiciones de cultivo

Las células BI6F10 nos han‘sido amablemente pro-
porcionadas por la doctora Poupon (Villejuif, Fran-
cia). La linea ha sido mantenida en medio de cuitivo
compuesto por DMEM (Sigma Chemicals Co., St.
Louis, MO) complementado con penicilina (100
Ul/ml) y estreptomicina (100 mcg/ml), a los que se
afiadié un 10 % de suero bovino fetal —SBF— (Car-
biochem-Behring Corp., La Jolle, CA). Los cultivos
celulares se mantuvieron en frascos de plastico, sien-
do incubados en atmoésfera humeda <on 5 % de CO,
a 37 °C y han sido periédicamente controlados para
descartar la contaminacion por micoplasma. Para su
recoleccion, las células han sido despegadas con trip-
sina al 0,1 9 (Lab. Difco. Detroit, MI) y EDTA 2mM
{Merck Darmstadt, RFA). Las células han sido sub-
cultivadas cada tres dias durante un periodo no supe-
rior al mes, para evitar posibles modificaciones gené-
ticas,

Méiodo para la produccion de metdsiasis hepaticas

Los animales fueron anestesiados mediante inyec-
cion i.p. de pentobarbital sédico (30 mg/kg). Tras lim-
pieza de la pared abdominal con alcohol vodado, se
practica una incision subcostal izquierda y se eviscera
el bazo mediante traccion de su pediculo. En el polo
inferior del mismo, se inoculan 1 x ]10* células viables
BI6F10. Se cierra la pared abdominal en un solo pla-
no, con puntos sueltos de seda 2/0.

Ciclosporina A

Proporcionada por los laboratorios Sandoz (Basi-
lea, Suiza), en forma de polvo, ha sido disuelta en
aceite de oliva y administrada por via s.c. a dosis de
80 mg/kg dia 2. :

Protocolos in vivo de tratamiento con ciclosporina

Para valorar el efecto de la CsA en el desarrollo de
las metastasis hepaticas en ratones inoculados con el
melanoma BI6F10 hemos tratado con CsA a tres gru-
pos de 50 ratones en los siguientes dias del desarrollo




neoplisico uno a cinco, siete a doce v uno a doce dias
tras la inveccion de las células tumorales. Adicional-
mente, un grupo control de 50 animales recibié un vo-
lumen equivalente de aceite, tras la inoculaciéon tumo-
ral.

Cada grupo de 50 animales fue subdividido en 20
v 30 animales. En el primer subgrupo se valoré el de-
sarrolio metastasico; en el segundo, la curva de super-.
vivencia.

Valoracion del desarrollo metastatico en animales tra-
tados y no tratados con ciclosporina

Para valorar el efecto de la administracion de CsA
en los estadios inicial (micrometastasis) y final {ma-
xima carga metastasica tolerada) del proceso de for-
macién de metastasis hepaticas, y de acuerdo con ex-
periencias previas*; cada grupo de 20 animales fue di-
vidido en dos subgrupos de 10 animales, para ser sa-

crificados en los dias siete y doce tras la inoculaciéon’

tumoral. Tras su extraccion, los higados son pesados
v congelados en nitrogeno liquido. El recuento del ni-
mero y tamafio de los depésitos metastaticos, asi
como la elaboracion de descriptores dinamicos sobre
la eficacia de las células tumorales en la implantacion,
invasion y proliferacion, se realizd con un método des-
crito recientemente 7. Brevemente, cada higado es-cor-
tado en un criostato, practicando cinco cortes de 10
micras de espesor, despreciando 500 micras entre cada
corte. Las secciones son fijadas, tefiidas con HE y exa-
minadas en un microscopio de luz invertida, acopla-
do a una mesa digitalizadora DT 1.000 (Japén) co-
nectada a un ordenador M-24 (Oliveui Espaiia), pro-
gramado para ¢l recuento del nimero v la superficie
de las metastasis por unidad de superficic de la sec-
cién. Asi. y de acuerdo con Weibel?, se determina la
fraccién del volumen de tejido metastatico (FVTM),
asi como la densidad numérica de los focos metasta-
ticos. La valoracién de los datos en cada animal se
realiza mediante la obtencion de la mediade los da-
tos obtenidos en los cinco cortes seriados. La valora-
cién de cada grupo de animales se realiza mediante la
obtenciéon de la media de los datos proporcionados
por cada animal del grupo. A partir de estos datos es-
tereolégicos se obtienen los siguientes descriptores
cuantitativos: 1) /ndice clonogénico hepatico
(ICH) = media del nimero de micrometastasis el dia
séptimo/ 10mm?3 de tejido hepatico. 2) Tiempo de du-
plicacion tumoral (TDT)= Ln 2 xincremento de
tiempo, Ln (FVTM duodécimo dia - FVTM séptimo
dia/FVTM séptimo dia). 3) Desarrollo focal meiasia-
tico (DFM)= FVTM duodécimo dia - FVTM sépti-
mo dia, media numero micrometastasis séptimo dia.

Adicionalmente se tomaron muestras de pulmones
v ganglios linfaticos en los dias siete y doce tras la ino-
culacién. Las muestras se fijaron en formol v se tine-
ron con hematoxilina eosina.

Efecto de la ciclosporina-A sobre el desarrolio
metastasico del melanoma B16F10:

estudio experimental

1. Lopez de Tejada y cols.

Valoracién in vitro de la sensibilidad de las células
BI6FI10 a la ciclosporina '

Inmediatamente antes de su utilizacion se disolvio
la CsA en dimetilsulfoxido (DMSO) 2 mg/ml v se di-
luyé en DMEM mediante agitacion constante. Las
concentraciones de CsA utilizadas son las aconseja-
das por Wright y cols. ®, y hansido 5, 2. 1. 0,1 y 0,01
mcg/ml. En los cultivos control se afiadio una con-
centracion equivalente de DMSO al medio de cultivo.

Para obtener la curva de crecimiento in vitro de las
células BI6F10 se suspenden éstas en DMEM com-
plementado con SBF al 10 %y se introducen en pla-
cas de 24 pozos (Nunc, Dinamarca) a una concentra-
cién de 6 x 103 células viables por cm?2. El efecto de
la CsA se valoro diariamente por recuento del nume-
ro de células viables por pozo en¥l2 pozos (seis de
cada placa), mediante ¢l test de exclusion de azul tri-
pan. El tiempo de duplicacion en la fase exponencial
de la curva de crecimiento se calculd mediante la {or-
mula TD = Ln 2 x incremento de T/Ln {numero célu-
las viables dia tercero/numero de células viables dia
primero).

Para el estudio del efecto de la CsA sobre la acti-
vidad clonogénica del melanoma BI6F10, se cultiva-
ron 200 células por pozo de 8 cm?-en placas de seis
pozos (Nunc, Dinamarca). El .medio de cultivo y con-
centraciones de CsA empleadas coinciden con los de
Ja experiencia anterior. Seis u ocho dias después de
iniciar la prueba se lavan los cultivos, se fijan con me-
tanol absoluto y se tifien.con azul de metileno. A con-
tinuacién se determiné el nimero de-colonias con mas
de 50 células. La sensibilidad relativa de las células tu-
morales a esta droga se estimé dividiendo el nimero
de colonias formadas en presencia de CsA por el nu-
mero medio de colonias en ausencia del agente. El re-
sultado se expresa como porcentaje de colonias so-
brevivientes. La posible relacion entre el porcentaje
de colonias y la dosis de CsA empleada se obtuvo me-
diante una regresion lineal en la que el porcentaje de
colonias era la variable dependiente y el logaritmo de
la dosis la independiente. A partir de esta ecuacion se
obtuvieron las dosis letales 50 y 90.

Andlisis estadistico

La significacion estadistica de los datos en los dias
séptimo y duodécimo de la progresion neoplésica en
animales tratados y no tratados con CsA, se determi-
n6 mediante el test de Student para los limites del |

y 5%.

Resultados

Produccién experimental de metdstasis hepaticas

El séptimo dia, tras la inoculacién intraesplénica de
células B16F10, se han desarrollado pequefios tumo-
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res intraesplénicos de 3-4 mm en el 95 % de los ani-
males, asimismo aparecen focos de micrometastasis
hepaticas (fig. 1). El duodécimo dia de evolucion, el
tumor esplénico ha incrementado notablemente (6-10
mm diametro), apareciendo en el higado lesiones con-
fluentes que originan la ocupacién de diversas areas
hepaticas (fig. 2). A pesar de que en los demas orga-

nos no se observan metastasis visibles, se demostré in-
filtracién celular en el pulmén, manifiesta como me-
t4stasis ocultas o latentes, y demostradas por bioen-
sayo de organo (crecimiento en animales singénicos
de un tumor local, subcutaneo, en el lugar de implan-
tacion de fragmentos de un drgano posiblemente afec-
tado), asi como por el desarrollo de una linea celular

Fig. 1.— Micromeidstasis hepdtica al
séptimo dia iras la inoculacion tumo-
ral.

Fig. 2.— Focos metasidticos con-
fluentes apreciables el duodécimo dia
de la evolucion tumoral.



pulmonar, obtenida por explante y cultivo in vitro de
pequeiios fragmentos de parénquima pulmonar
{Alonso y Barbera-Guillem, comunicacién personal).
Los animales fallecieron entre ¢l noveno y decimo-
quinto dia de evolucién neoplésica. De acuerdo con
lo anterior, las siguientes experiencias destinadas a va-
lorar el desarrollo metastético en el higado fueron di-
seiadas para obtener los datos en los dias séptimo y
duodécimo de desarrolio neoplasico, pues el séptimo
dia presenta la fase inicial de la diseminacién y el duo-
décimo dia ¢l resultado del completo desarrollo neo-
plésico.

N.2 FOCOS METASTATICOS
S & 3 & 8

w
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Efecto de la ciclosporina-A sobre ¢l desarrollo
metastasico del melanoma B16F10:

estudio experimental

1. Lépez de Tejada y cols.

Desarrollo de metastasis hepaticas en ratones
C57BL/[6 tratados y no tratados con CsA, iras la ino-
culacion intraesplénica del melanoma BI6F10

Los resultados de esta experiencia se resumen en
las figuras 3 y 4 (tablas I y 1I). Los animales tratados
con CsA desde la inoculacion tumoral muestran un
nimero significativamente mayor de micrometastasis
en séptimo dia en comparacién con los animales no
tratados. Posteriormente, el duodécimo dia los ani-
males tratados mantienen un nimero de focos similar
al del séptimo dia, a pesar de que disminuye la des-
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TIEMPO DE EVOLUCION DEL TUMOR

Fig. 3.—Numero de focos metastéticos en los dias séptimo y duo-
décimo de evolucion tumoral.

Fig. 4.— Ocupacién tumoral del higado segun las distinias pauias
de 1raiamiento con CyA.

Tabla 1

Efecto de Ia CyA administrada desde el comienzo del proceso neoplisico

Namero de metistasis

Densidad de volimenes de metistasis

Séptimo dia* Duodécimo dia

Séptimo dia

Duodécimo dia*

13,78 &+ 6,78 22,04 = 3,21
2595 11,15 23,59 £ 10,05

3,55 2,16
5,96 £ 3.68

38,80 £ 14,75
1515+ 9.84

* Diferencia estadisticamente significativa entre los controles v los tratados (p < 0.01).

Tabls I

Descriptores dinimicos del proceso de invasion y metistasis en el higado

Indice clonogénico

Tiempo de duplicacion

Tasa de desarrollo

hepitico metdstasis focal
Control (sin (ratamienio)...........oveveeeevenrerenns 0,12 1.44 2,55
Tratados desde los dias | al 12... 0.23 n 0,35
Tratados desde los dias | al § ..., 0.23 141 2,56
Tratados desde 10s dias 7 al 12........ooovoeeoeeeieereveeceseenereens 0.12 2,64 0.73
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viacidn estandar. Sin embargo. en esta segunda fase
los animales no tratados aumentaron significativa-
mente el nimero de focos metastéticos. y a diferencia
del grupo de animales tratados éstos eran grandes v
confluentes. )

A pesar de las diferencias en el nimero de focos pre-
sentes en ¢l higado el séptimo dia entre los dos gru-
pos de animales. en esia fase inicial no aparecieron
grandes diferencias en el volumen ocupado por las le-
siones metastaticas. Posteriormente, el duodécimo dia
aparecen claras diferencias en la ocupacion hepatica,
y el volumen hepatico ocupado por las metastasis fue
en Jos animales no tratados 2,43 veces superior al que
presentaron los animales tratados con CsA.

Con objeto de obtener una informacién mas elabo-
rada de la dinamica de la invasién hepatica por las
metastasis del melanoma B16F10, hemos aplicado
tres descriptores histométricos elaborados a partir de
la densidad numérica de los focos metastaticos y del
volumen hepatico que ocupan (tabla 11). Asi, la efica-
cia clonogénica (ICH) de las células tumorales en el
tejido hepatico fue casi el doble en los animales tra-
tados con CsA, en relacidén con los animales no tra-
tados; el tiempo de duplicacidén tumoral (TDT) del vo-
lumen tumoral total entre el séptimo y duodécimo dia
fue 5,32 veces superior en los animales tratados con
CsA respecto a los no tratados; finalmente, la tasa de
desarrollo de cada foco micrometastatico (DFM) fue
7,43 veces superior en los animales no tratados que
en los tratados con CsA. A pesar de estas amplias di-
ferencias en la colonizacion hepatica, no se aprecia un
aumento en la supervivencia de los animales tratados.
El tiempo de supervivencia medio fue de 13,18 + 1,1
dias en el grupo control y de 13,09 + 1,9 dias en los
animales tratados con CsA (fig. 5).

100 4
90 |+
80 |-
70 |-
60 |-
50 i~
40 -
30 |
20 |-
10 |-

(O S S ! : ! 1 ,
6 8 10 12 14 16 18 20

TIEMPO DE EVOLUCION DEL TUMOR (DIAS)

Fig. 5.— Tasas de supervivencia segun los distinios tratamientos con
CyA. (1) Tratados del primero al quinio dia. (2) Animales conirol,
(3) Tratados del primero al duadécimo dia. (4) Tratados del sépii-
ma al duodécime dia.
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Ademas de este tratamiento continuo con CsA du- .

rante los dias primero a duodécimo, y con objeto de
influenciar separadamente las fases temprana y tardia
del proceso. hemos realizado dos tratamientos en los
dias primero a quinto y séptimo a duodécimo. Los re-
sultados de estas experiencias muestran una mayor di-
ferencia entre los dos grupos, pues mientras los ani-
males tratados en la fase inicial muestran un indice
clonogénico (ICH) vy un desarrollo focal (DFM) ele-
vados. los animales tratados en la fase final muestran
unos valores bajos de estos mismos indices (tabla 1I,
fig. 4). Ademas, como se muestra en la figura 5, los
animales tratados en la fase final presentan un incre-
mento en la supervivencia media (15,18 + 2,4) que
contrasta con el acortamiento de 1a misma producida
en los animales tratados en la primera fase
(10,09 + 1.3) en comparaciéon con el grupo control
(p <0,01). De hecho, en este Gltimo grupo {a morta-
lidad se inicié a partir del octavo dia, v alcanzé el
70 9% dos dias después; mientras que en los animales
tratados en la segunda fase la mortalidad no se inicié
hasta el duodécimo dia, vy no alcanzé6 el 70 ¢ hasta
el dia decimoséptimo de evolucién tumoral.

Efecio de la CsA sobre la proliferacion in vitro de me-
lanoma BI6FI0

En la tabla 1] y figura 6 se expresan los parame-
tros utilizados para valorar el crecimiento celular in
vitro. El tiempo de duplicacion de las células en cul-
tivo muestra un progresivo enlentecimiento del creci-
miento proporcional a la dosis de CsA empleada. A
pesar de este enlentecimiento, no se han apreciado al-
teraciones importantes de la viabilidad celular con do-
sis menores de 2 mcg, ml. Sin embargo, a dosis de

"5 mcg; ml se produjo una importante alteracion de la

viabilidad celular en las primeras veinticuatro horas
de cultivo, apareciendo <élulas picnéticas v vacuola-
das.

Los resultados del ensayo de inhibicidn in vitro de
colonias muestran una elevada capacidad de la CsA
para inhibir la habilidad clonogénica de las células
BI6F10. pues a una concentracién no tbxica de

Tabla 111

Susceptibilidad in vitro del melanoma B-16 a distintas dosis de
ciclosporina A

Inhibicion de formacion
de colonias

CyA Tiempo Numero medio Porcentaje de
microgr/ml  de duplicacion de colonias supervivencia
(dias)
- 272 =0.42 15.66 = 3.27* 100
0.1 3.03 = (.54 9.24 = 341" 9
1.0 4,32 £ 0.59* L3178 £ 145 3
20 804 = 0.67" 0.99 =047+ 59

Loy resuliados se expresan comae valores medin = SD 110 cultnos por experienciat
¢ Dilerencias estadinticamenic signiticatnas ¢p < 000
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Fi ig.‘ 6.— Curvas de crecimienio in vitro del melanoma B16F10 con
dosis crecienies de ciclosporina A.

0,1 mcg/ml se observé una reduccion del 41 % en la

"formacion de colonias. El analisis de regresion lineal

mostro una significativa relacion dosis-respuesta. Este
analisis permitié estimar las dosis de CsA inhibidoras
del 50 v 90 % de las colonias tumorales (0.23 mcg,;/ ml
v 1.76 mcg/ml, respectivamente).

Discusion: o

Los métodos generalmente utilizados en la repro-
duccién experimental del proceso metastatico valo-
ran el desarrolio final del mismo mediante el recuen-
10. generalmente bajo visién con lupa, de los focos lo-
calizados en la superficie de los 6rganos diana. He-
mos utilizado un método recientemente descrito’ para
la evaluacidn cuantitativa de la eficacia metastatica
de las células tumorales que posibilita obtener una in-
formacion mas elaborada sobre el comportamiento de
las células tumorales. Este modelo divide el proceso
de formacion de metastasis en dos grandes fases: una
inicial. que abarca hasta la aparicion de micrometas-
tasis v que incluiria fenémenos previos a la implan-
tacion celular como diseminacion de las células a par-
tir del tumor primario. detencion capilar y extravasa-
ciéon ' v una fase final. que alcanza hasta el pleno de-
sarrollo metastatico y que dependeria de fenémenos
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postextravasacién como invasién, proliferacioén y neo-
vascularizacién 12. De acuerdo con este modelo se ha
evidenciado coémo distintas subpoblaciones celulares
de un mismo tumor, a pesar de mostrar un desarrollo
metastatico final similar, muestran amplias diferen-
cias en su comportamiento en cada una de las fases 7.

De acuerdo con los conocimientos actuales sobre
la diseminaciéon metastatica, esta variable eficacia de
las células en las diferentes fases del proceso podria
ser explicada, en parte, por complejas interacciones cé-
Jula tumoral-defensas del huésped 13. En la actualidad
existen numerosos datos que indican que el sistema in-
munitario antitumoral puede ya sea facilitar, inhi-
bir o no tener efecto sobre la formacién de metasta-
sis. dependiendo del estadio del proceso'* y del espe-
cifico fenotipo de la célula tumosalts-16.

De acuerdo con resultados previos®, la administra-
cion de CsA a dosis inmunosupresoras produce una
disminucién importante de la respuesta inmune en la
fase inicial del proceso, mientras que presenta efectos
insignificantes sobre esta respuesta en la fase tardia
del proceso. debido a la intensa depresién de la mis-
ma originada por el desarrollo tumoral. En nuestra ex-
periencia, esta depresion de la respuesta inmunitana
antitumoral se acompafia de una mayor colonizacion
hepatica por las células tumorales, pues la densidad

" de micrometastasis el séptimo dia es el doble en los

animales tratados que en los animales control. como
se refleja en los indices clonogénicos obtenidos de los
dos grupos de animales. Resultados similares han sido
descritos con diversos sarcomas inmunogénicos?, y es-
tan de acuerdo con experiencias previas que demues-
tran en diversos sistemas experimentales la elevada
eficacia de las células inmunitarias del huésped en el
control de las células diseminadas!'’-'%19-20, Sin em-
bargo, en nuestra experiencia, y €n la fase tardia del
proceso, la CsA demuestra un insospechado efecto an-
tiproliferativo sobre los focos micrometastaticos ya
establecidos. Esto queda reflejado en los descriptores
cuantitativos de la colonizacién hepatica. El tiempo
de duplicacién tumoral (TDT) del tejido metastatico
en el higado de los animales tratados con CsA fue
1.18 veces mayor que el presentado por los animales
control. v el crecimiento medio de cada foco metas-
tastico fe 7.28 veces mayor en los animales control
que en los tratados con CsA. Este menor desarrollo
de 1os focos metastasicos en los animales tratados con
CsA podria ser explicado bien como una consecuen-
cia de los efectos biologicos indirectos de la CsA so-
bre el tejido hepatico o como un efecto antiprolifera-
livo directo de la CsA sobre las células del melanoma
BI6F10. A pesar de que no podemos descartar efec-
10s indirectos de la CsA sobre el tejido hepatico?'.
que deberan ser estudiados. hemos realizado ensayos
in virro que demuestran una sensibilidad dosis depen-
diente de las células tumorales a la accion de la CsA.
que varian entre la citostasis y citohisis.
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Conclusiones

1) Eltratamiento con CsA alolargo de todo el pro-
ceso neoplasico. y en particular en la fase inicial del
mismo. produce un aumento de la implantacion me-
tastatica en higado del melanoma BI6F10, que se
acompana de un acortamiento del tiempo de super-
vivencia. 2) Cuando el tratamiento con CsA se inicia
una vez que va han aparecido micrometastasis en el
higado. se observa-una reduccién importante en el vo-
lJumen final de ocupacidén metastatica y un alarga-
miento del tiempo de supervivencia. 3) La CsA pre-
senta un efecto antiproliferativo directo sobre las cé-
lulas BI6F10 cultivadas in vitro, siendo este efecto do-
sis dependiente.
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