REVISION DE TEMAS

El factor de necrosis de los tumores o

caquectina

JORGE E. OSSA

Se presenta una revision de la literatura sobre
el Factor de Necrosis de los Tumores o Caquec-
tina, con base en articulos publicados durante
los afios 1986-1987, haclendo hincapié en las
diferencias funcionales y moleculares entre el
FNT Aifa, la Linfotoxina o FNT Beta y la Caquec-
tina. Se enfatizan los mecanismos del shock,
de la necrosis tumoral y de la caquexia; se indi-
can las propiedades antitumorales del FNT in
vivo e in vitro y se esbozan esquemas terapéuti-
cos experimentales que permiten colegir que el
FNT tendra un papel importante en la inmunote-
rapia del cancer en el hombre.
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INTRODUCCION

1. Objetivos

urante los affos 1986 y 1987 se publicé un
Dsinnﬁmero de articulos sobre el Factor de Ne-

crosis de los Tumores (FNT) o Caquectina, de
cuyos hallazgos se desprende que juega un papel
protagénico en procesos inflamatorios y enferme-
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dades que van desde el shock endot6xico hasta los
tumores, asf como en la regulacién de funciones
tan importantes como la expresién de antigenos de
histocompatibilidad y la activacién de células y fun-
ciones celulares.

Las funciones y la cinética de produccion del FNT
tienden a confundirse con las de otros mediadores
como la Interleuquina 1 (IL-1) y los Interferones
(IFNs), pero los estudios demuestran que se trata de
una nueva familia de proteinas que actian tanto in-
dependientemente como en sinergismo con
aquéllos; el FNT podrfa ser el agente antineoplasico
endégeno que complementarialateorfade la vigilan-
cia inmunolégica propuesta desde la década de los
afios cincuenta, como un mecanismo de origen ce-
lular para prevenir el crecimiento de neoplasias.

Desde el punto de vista médico el FNT representa
una gran esperanza para el posible desarrollo de es-
quemas de tratamiento especificos de lainflamacion
y los tumores; en esta oportunidad los estudios mo-
leculares han avanzado mas rapidamente que los
clinicos; ello es, a la vez, una indicacién de los cam-
bios tecnoldgicos y la oportunidad de progresar so-
bre bases mas firmes.

La presente revision tiene por objeto analizar los
aspectos mas sobresalientes de las publicaciones
sobre el FNT en el periodo mencionado, con énfasis
en su naturaleza bioquimica, sus efectos biolégicos,
sus mecanismos de accién y sus perspectivas te-
rapéuticas; todo ello con el fin de despertar el interés
por esta area de la investigacion cuyos productos
prometen llegar a estar disponibles para beneficio de
los pacientes.

2. El factor de necrosis de los tumores (FNT)

La asociacién entre infeccién bacteriana y regre-
sion de tumores fue descrita desde hace 100 afios;
posteriormente se confirm¢ el fenémeno (en 1891,
1931y 1943) y se demostrd que las endotoxinas son
las responsables de la necrosis hemorragica de al-
gunos tumores en ratones; en 1962 se descubrié que
en el suero de ratones en estado de shock aparece,
minutos después de la aplicacion de endotoxina, un
factor capaz de inducir la necrosis de tumores trans-
plantables; igualmente se hallé que el factor necroti-
zante desaparece del suero varias horas después de
la inoculacién y que una nueva dosis de endotoxina
no devuelve dicha actividad.

La historia moderna del FNT se inici6 en 1975,
cuando la moda de la terapia antitumoral eran los in-
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munopotenciadores, hoy lamados modificadores de
la respuesta inmune; en ese afio se demostré que el
suero de ratones pretratados con BCG y subsecuen-
temente inyectados con lipopolisacérido (LPS) con-
tiene una sustancia, diferente de la endotoxina,
capaz de inducir la necrosis de algunos tumores; a
este factor se lo denominé FNT.

3. La linfotoxina

En 1960 se descubrieron las linfotoxinas (LT), pro-
ducidas por linfocitos estimulados con antigenos o
mitégenos y capaces de causar lisis celular; en 1984
se caracterizé una LT producida por células linfoblas-
toides de tipo B y posteriormente se demostré su
identidad con el FNT; al producto de los linfocitos se
le dio el nombre de FNT Beta, reservandose la de-
signacion Alfa para el factor original.

4. La caquectina

Estudiando la fisiopatologia de la caquexia en en-
fermedades crénicas se encontrd la siguiente para-
doja en conejos infectados con Trypanosoma brucei:
estos animales presentaban hiperglicemia a pesar
de la pérdida de grasa y de la disminucion de la in-
gesta caltrica; en 1981-1982 se demostro que este
desarreglo metabélico era inducido por endotoxinas
a través de un mediador que se denominé caquecti-
nay que resulté ser idéntico al FNT.

5. Células productoras

El FNT ha estado asociado clasicamente con los
macréfagos pero ya se ha mencionado que la LT o
FNT Beta es producida por linfocitos B; ademas, se
ha demostrado que también la producen los linfoci-
tos T, tanto ayudadores (CD4) como supresores/ci-
totéxicos (CD8); igualmente, estd comprobada la
produccién del factor por parte de células NK (Natu-
ral Killers; Asesinas Naturales) en las cuales induce
una elevacién de la actividad citolltica.

Il. EFECTOS BIOLOGICOS

1. El shock

El FNT es el mediador secundario del shock y por
lo tanto a él, y no a !a endotoxina, se pueden atribuir
directa o indirectamente todos los efectos asociados
a la endotoxemia como son: diarrea; hipotermia en
ratas y ratones; hipertermia en conejos y en huma-
nos; piloereccién; aumento del hematocrito y del lac-
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tato; leucopenia seguida de leucocitosis; disminu-
cion de la glucosa plasmatica; acidosis metabdlica
por desequilibrio calérico-proteico; neumonia inters-
ticial; necrosis tubular aguda; lesiones isquémicas
del tracto gastrointestinal, del pancreas, de las adre-
nales, etc.

2. Efectos sobre las células

Los efectos del FNT se ejercen, principalmente,
sobre polimorfonucleares (PMN), macréfagos, célu-
las B, células endoteliales, adipocitos y preadipoci-
tosy, en lamédula 6sea, sobre las células de la linea
mieloide.

Sobre los PMN el FNT induce activacién; aumen-
to del consumo de oxigeno y de ia produccion del ion
superdxido; aumento de la actividad bactericiday de
la capacidad citolitica de los eosindfilos y aumento
de laadhesividad para las células endoteliales; lo an-
terior ha hecho pensar que los dafios inflamatorios
de la endotoxemia sean debidos principalmente alos
PMN; en los macréfagos se producen, igualmente,
activacién y aumento de la actividad microbicida;
ésto ultimo ha sido demostrado en experimentos con
el Trypanosoma cruzi; sobre las células B el FNT
actia como mitdégeno policlonal.

Sobre las células endoteliales 6l FNT aumenta la
adhesividad para los PMN; induce la expresion de
antigenos de histocompatibilidad de las clases ly II;
aumenta la actividad procoagulante y disminuye la
actividad de la trombomodulinag, lo que o compromes-
te en la patogénesis de la coagulopatia de la endo-
toxemia; adicionalmente el FNT inhibe el crecimiento
de las células endoteliales.

Finalmente, sobre las células del sistema hemo-
poyético, el FNT actia como un factor de diferencia-
cién de la linea mieloide.

3. Otros efectos

Ademas de la necrosis hemorragica in vivo de al-
gunos tumores, de la accion citostatica o citolitica in
vitro y del efecto sobre el metabolismo de la gluco-
sa, el FNT (o caquectina) actia sobre muchas otras
funciones, como se describe seguidamente:

EIFNT es un pir6geno endégeno que actia sobre
el hipotadlamo, tanto en forma directa como indirecta
por la induccion de prostaglandina que a su vez es-
timula la produccién de IL-1 de fuentes periféricas;
esto explica la curva bifasica de temperatura cuando
se inocula el FNT en forma intravenosa.
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La expresion de los antigenos de histocompatibi-
lidad de las clases |y Il se aumenta con el FNT, tan-
to en forma independiente como en sinergismo con
el IFN Gama,; es interesante mencionar que la com-
binacién de estos factores, pero no el IFN solo, in-
crementa la expresion de los antigenos de la clase |l
en las células de los islotes pancredticos; ello podria
determinar el éxito o el fracaso de un trasplante de
pancreas.

El FNT induce la produccién del factor de creci-
miento derivado de las plaquetas, que es mitogéni-
co para las células musculares de los vasos, por lo
cual se piensa que puede estar involucrado en los
mecanismos de cicatrizacién y en la formacion de
ateromas; al actuar sobre los fibroblastos de la der-
mis y sobre las células sinoviales, se aumentala pro-
duccién de colagenasa y de prostaglandina E lo que
indica que participa en procesos inflamatorios agu-
dos y crénicos; adicionalmente, induce reabsorcién
del calcio 6seo y degradacién del proteoglican del
cartilago.

Como el IFN, el FNT tiene un efecto antiviral que
hasta el presente no ha sido completamente carac-
terizado; sin embargo, el FNT también puede estimu-
lar la replicacién de los retrovirus y ésto, si se
confirma, revolucionaria los conceptos sobre la pa-
togénesis de las infecciones por este tipo de agen-
tes.

El FNT induce fragmentacién del ADN celular, la
cual también puede ser ocasionada por los linfocitos
T citotdxicos y por algunos virus.

En la practica clinica el LPS se ha utilizado como
adyuvante y como agente inductor de un estado de
mayor resistencia a la infeccién; ambos efectos son
mediados por el FNT.

Finalmente, el FNT también es el responsable de
la reaccién de Schwartzman que se produce en co-
nejos inoculados con una pequefa dosis Intradérmi-
ca de LPS, seguida a las 24 horas por una
reinoculacién intravenosa; después de la primera do-
sis se observa una inflamacién leve y luego de ia se-

gunda hay necrosis en el sitio de la inoculaci6n
intradérmica.

il MECANISMOS DE ACCION
En primer lugar cabe recordar que la endotoxina

es un producto de bacterias gram negativas y que
sus efectos biol6gicos se deben exclusivamente al
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LPSy no alas proteinas o a los Acidos nucleicos con-
taminantes; el LPS es una molécula muy compleja
que consta de una fraccién conocida como lipido A,
mediante la cual se fija ala membrana celular; a con-
tinuacion del lipido, hacia el exterior de Ia célula bac-
teriana, se encuentran el antigeno central y el
somatico que son los principales marcadores para la
clasificacién serolégica de las bacterias.

El lipido A puede ser separado del resto de la
molécula de LPS mediante tratamiento con un acido
débily en esta forma se ha demostrado que es lapar-
te de la molécula que induce tanto los efectos t6xi-
cos como los posibles efectos benéficos del LPS; el
FNT es el responsable directo o indirecto de tales
efectos pero sus mecanismos de accién no estan
completamente establecidos; sin embargo, se pue-
den hacer las siguientes anotaciones:

1. Mecanismos del shock

El shock se explica por los dafios causados por el
FNT sobre las membranas celulares; a este nivel hay
reduccién del potencial transmembrana; secuestro
de liquidos y electrolitos; permeabilizacién para el
Na+ o ineficiencia de la ATPasa dependiente de Na+
y K+, que es la responsable de mantener el gradien-
te electroquimico; lo anterior conduce a la expansién
del espacio intracelular.

2. Mecanismos de la necrosis tumoral

Desde los primeros estudios sobre el FNT se pro-
puso que habia un efecto directo de las endotoxinas
sobre el sistema vascular, que conducirfa a hipoten-
sién, colapso vascular e isquemia en el sitio del tu-
mor; ahora, cuando se ha producido el FNT en forma
pura, se ha encontrado que tiene un fuerte efecto
trombogénico que puede llevar a venoclusion
mecanica a nivel tumoral y, por ende, a necrosis he-
morragica.

3. Mecanismo de la caquexia

Enlos adipocitos, in vitro, el FNT inhibe la produc-
cién de lipoproteina lipasa (LPL) y la diferenciacion
de los preadipocitos; la inhibicién de la LPL se expli-
ca por la interferencia con la sfntesis del ARN men-
sajero; la accion inhibitoria sobre la LPL la comparte
el FNT conlos IFNsy conla IL-1, pero el FNT es mas
potente.
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4. Modelos experimentales

Un excelente modelo, descrito desde 1968 para
estudiar algunos aspectos de los mecanismos de ac-
cion del FNT, son los ratones de las cepas C3H/hey
C3H/hj, respectivamente susceptibles y resistentes
a los efectos del LPS; si se inyecta el FNT por via in-
travenosa los animales de ambas cepas presentan
shock lo que indica que la resistencia o la suscepti-
bilidad se dan a nivel de la interaccién primaria entre
el lipido Ay las células del huésped.

Si se producen quimeras entre ratones resisten-
tes y susceptibles, se encuentra que con su médula
6sea se pueden tranferir la resistencia o la suscepti-
bilidad; la célula responsable de la transterencia pa-
rece ser el macréfago puesto que las bacterias
intracelulares u otros estimulos que activan los
macréfagos aumentan la susceptibilidad de los ani-
males a los efectos del LPS; igualmente se ha de-
mostrado que in vitro, los macréfagos estimulados
con LPS generan un factor que induce shock; se tra-
ta del FNT.

Otro modelo para el estudio de los mecanismos
de accion del FNT son las células tumorales resis-
tentes que pueden encontrarse en el huésped porta-
dor del tumor o ser generadas /n vitro; aun las
células L.-M (una linea celular de origen humano),
que son las mas susceptibles al factor, pueden dar
origen a sublineas resistentes; ésto ha hecho pensar
que el mismo FNT es capaz de inducir la regulacién
de la susceptibilidad de las células, pues se requie-
re una dosis mayor para lograr un efecto litico en
células previamente expuestas al factor; otra hip6te-
sis propuesta para explicar este fenémeno es que al
primer contacto mueren las células mas susceptibles
y sobreviven las mas resistentes; sin embargo, el he-
cho de que la actinomicina D y la cicloheximida, que
son inhibidoras de la sintesis de proteinas, confieran
a las células mayor susceptibilidad, estarfa indican-
do que éstas producen algun factor protector induci-
do por el mismo £NT.

5. Receptores para el FNT

Se sabe que existen receptores parael FNT y que
posiblemente son de mas de un tipo; el mas conoci-
do es una moiécula de 75 kD, sensible a tripsina, a
concanavalina A y a aglutinina del germen del trigo;
el alfa metil mandésido, por otra parte, contrarresta los
efectos de la concanavalina A; por todo esto se su-
pone que el factor tiene caracter glicoproteico; los re-
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ceptores pueden aumentarse coninterferones, espe-
cialmente con el gama, y con concanavalina A y aglu-
tinina del germen del trigo, a pesar de que éstas
ultimas inhiben ta unién del FNT; sin embargo, el au-
mento de los receptores no implica un aumento de
la susceptibilidad de las células; a lo anterior se de-
be agregar que tanto las células murinas L929, que
son susceptibles, como las diploides humanas FS-4,
que son resistentes, tienen receptores para el FNT;
ello indica que la susceptibilidad o la resistencia de
las celulas esta determinada por factores diferentes
del receptor; dicho en otros términos, el receptor es
necesario pero no suficiente para hacer a una célu-
la susceptible; en los adipocitos se han calculado
104 receptores por célula.

A pesar de lo anterior, todavia no se sabe si las
células tumorales tienen receptores para el FNT; la
mejor demostracién de que éste juega un papel en
el estado canceroso fue hecha en 1987: se tomaron
células tumorales CHO, que no son productoras de
FNT, y se las transfect6 con el gene del FNT inclufdo
en un vector apropiado; los ratones inoculados con
estas células presentaron caquexia y murieron mas
rapido que los controles inoculados con células CHO
sin el gen, los cuales mantenfan 0 aumentaban su
peso; a este respecto cabe agregar que la caquexia
y el debilitamiento causados por el FNT son factores
que, obviamente, influyen en forma negativa los re-
sultados de cualquier tipo de terapia.

6. Efecto de los corticoides sobre el FNT

Los corticoides inhiben la produccién del FNT a ni-
vel de la transcripcion, pero no sus acciones una vez
producido; ésto explica, a nivel molecular, la ausen-
cia de un efecto de los corticoides en el shock; expli-
ca, ademas, por qué los individuos
adrenalectomizados son més susceptibles al mismo.

7. Otros inductores del FNT

Ademas del LPS, el éster del forbol, que actua so-
bre la proteina quinasa C de las membranas celula-
res, también induce la produccién del FNT; lo mismo
hacen el ionéforo del calcio, que induce principal-
mente el FNT Alfa y algunos mitégenos que inducen
el FNT Beta; otros inductores son la enterotoxina B
del Estafilococo, el virus Sendal (paramixovirus) y el
de la influenza (ortomixovirus).
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IV. ASPECTOS MOLECULARES

En 1943 se aisl6, a partir de la Serratia marces-
cens el agente activo productor del shock, que re-
sultd ser el LPS; posteriormente, en 1962 y de nuevo
en 1975, se encontré que el suero de animales en
shock o de ratones inoculados con BCG y retados
con LPS contenfa un factor capaz de producir necro-
sis de algunos tumores in vivo y de células L-929 in
vitro, en 1984, utilizando una linea celular promie-
locftica de origen humano (H1-60), se descubrié la
forma de producir y purificar el factor; este trabajo hi-
zo posible la posterior aplicacién de técnicas de in-
genieria genética para clonar y lograr la expresion
del gene respectivo en Escherichia coli; el gene fue
tomado de macréfagos alveolares humanos y la pro-
telna sintetizada result6 tener 157 aminoécidos, pe-
so molecular de 17 kD y un enlace disulfuro entre dos
residuos de cistefna; esta proteina posee todas las
caracteristicas funcionales descritas para el FNT in
vivo e in vitro.

EIFNT de origen murino fue producido por recom-
binacién genética y se ha podido comprobar que sus
efectos son idénticos a los del de origen humano; sin
embargo, algunos autores han reportado una espe-
cificidad de especie en el sentido de que el factor mu-
rino solamente actia sobre células murinas y el
humano sobre células humanas; algo similar se
atirmé en un principio del IFN, pero con estudios adi-
cionales han desaparecido parcialmente las barreras
de especie; el factor murino tiene 17 kD, 156 ami-
noacidos, dos residuos de cisteina unidos por un en-
lace disulfuro y una homologia aminoacldica del 79%
con el factor humano; la principal diferencia entre los
dos factores es que el murino parece tener un sitio
de glicosilacion cercano a la porcién amino terminal.

El FNT Beta o LT también se ha producido en bac-
terias; se trata de una proteina de 25 kD, i71 ami-
noécidos y una homologfa con el factor Alfa del 51%;
los genes para Alfa y Beta estan muy cercanos en el
genoma pero su regulacién es independiente; en el
hombre los genes para estas protefnas se encuen-
tran en el cromosoma 6 cerca a los genes del com-
plejo mayor de histocompatibilidad; en el ratén, por
su parte, se encuentra en el cromosoma 17 a 70 ki-
lobases del gen D del complejo H-2.

Enelratén, el conejoy el humano la estructura pri-
maria del FNT es bien conocida; se produce en for-
ma de una prohormona, inactiva in vitro, que se
fragmenta para dar lugar a la parte activa; su produc-
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cion tiene controles a nivel transcripcional y pos-
transcripcional, como para evitar accidentes; los cor-
ticoides, como ya se menciond, son fuertes
inhibidores del FNT a nivel de la transcripcidn y la in-
hibicion es total cuando se los aplica antes del
estimulo; la inhibicidn no ocurre si los corticoldes se
dan a posteniori.

Finalmente, cabe mencionar que se ha identifica-
do una secuencia octamérica comun entre los genes
del FNT, el IFN y el factor estimulante de las colonias
de granulocitos y macroéfagos; tal secuencia, que pa-
rece contribuir dando un alto grado de Inducibilidad
a los genes que la poseen, consta de UUAUUUAU.

V. ASPECTOS TERAPEUTICOS

En pacientes con cancer se han utilizado caldos
de Serratiay de estreptococos, con resultados varia-
bles; el principal problema han sido siempre los efec-
tos colaterales ya que si se destruye la toxicidad del
LPS también se pierde ¢l efecto benéfico; la espe-
ranza de que el FNT puro no fuera téxico, se desva-
necié al demostrarse que los efectos indeseables
son producidos por él mismo.

In vitro el FNT ha demostrado accién citostatica
contra carcinomas, sarcomas, melanomas y leuce-
mias; algunas de las células tambiéen sufren efectos
liticos; las células diploides humanas (normales) no
son susceptibles pero se ha reportado que una va-
riedad de las mismas, transformadas con el papilo-
mavirus SV-40, son afectadas por el factor en formas
citostéatica y citolitica.

In vivo se ha experimentado con ratones desnu-
dos (atimicos) a los cuales se les han trasplantado
tumores tanto de origen murino como humano; una
dosis de 300 Unidades/ratén, inoculadaintratumoral-
mente, puede inducir regresién del tumor en 24 ho-
ras; si la aplicacion se hace por via intravenosa es
necesario aumentar la dosis para lograr el mismo
efecto; una remision total se ha logrado con dosis de
3.000 U/ratén; cuando el tumor esta trasplantado in-
tradérmicamente la mejor ruta es la intratumoral y
cuando lo est4 intramuscularmente es mas efectiva
la intravenosa.

El esquema de administrar dosis diarias durante
7 dias fue el mas efectivo de los varios probados;
ésto se demostré en experimentos con melanoma y
adenocarcinoma murinos, trasplantados a ratones
singénicos; se logré una remision completaen 15y
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7 dias, respectivamente, con 10.000 U/ratén por via
intratumoral.

Igualmente con melanoma y carcinoma pulmonar
humanos trasplantados a ratones atimicos hubo re-
mision a los 41 dias después de 4 inyecciones intra-
tumorales con Intervalos de 6 dias; es interesante
destacar que en el caso del melanoma murino no se
afecto la supervivencia a pesar de que se redujo la
masa tumoral; ésto podrfa explicarse por posibles
metastasis, pues aparentemente la inyeccién local
del factor no afecta los focos tumorales lejanos del
sitio de la inoculacién.

SUMMARY

This is a review of the 1986-1987 literature on
the Tumor Necrosis Factor (TNF) or Cachectin,
emphasizing functional and molecular differen-
ces among TNF alpha, lymphotoxin or TNF beta
and Cachectin. Mechanisms of shock, tumor
necrosis and cachexia are discussed. /n vivo
and in vitro antitumoral properties of TNF are in-
dicated, as well as some expetrimental
therapeutic regimens. These facts allow the
suggestion that TNF might become an impor-
tant ald for inmunotherapy of cancer in
humans.
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