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Efecto bimodal de la ciclofosfamida en la
terapia antineoplasica

Cyclophosphamide bimodal effects in
antineoplasic therapy

Matar, Pablo, MS; Scharovsky, O. Graciela, PhD.

Resumen

La Ciclofosfamida (Cy) es el agente alquilante mds utilizado en el tratamiento
quimioterdpico de diversas neoplasias humanas; habitualmente se la administra en
combinacién con otros citostaticos para lograr una mayor eficacia terapéutica.

La mayoria de los protocolos clinicos la emplean en dosis altas y suministrada en
repetidas ocaciones a lo largo del tratamiento antineopldsico, con las ya conocidas
acciones colaterales, entre ellas la inmunodepresion. Sin embargo, en diferentes
modelos experimentales en animales portadores de un tumor, la administracién de una
dosis tinica y relativamente baja en un determinado momento de la respuesta inmune
antitumoral, produce inmunopotenciacion, a través de una inhibicién selectiva sobre los
linfocitos T supresores.

Posteriormente se demostré un efecto interesante y novedoso de éstas dosis bajas de Cy:
su accion preferencial sobre células tumorales con fenotipo metastdsico (probablemente
debido a una inmunomodulacién selectiva sobre dichas subpoblaciones celulares), ya
que se observé una inhibicién total en la formacién de las metdstasis sin afectar el
desarrollo del tumor primario. Estos resultados sefialan el efecto bimodal de la Cy sobre
el sistema inmune del huésped cuando se la utiliza en el tratamiento antineopldsico en
diferentes dosis y esquemas de administracion.

La utilizacién de sustancias naturales denominadas “modificadores de la respuesta:
biol6gica”, ha derivado en lo que se conoce como cuarta modalidad terapéutica contra el
céncer. Se propone que la Cy sea considerada también dentro de ese contexto.

Unitermos: ciclofosfamida; metdstasis; modificadores de la respuesta biolégica;
inmunomodulacion.

Abstract

Cyclophosphamide (Cy), one of the chemotherapeutic agents more frequently used in
clinical oncology, was originated after the chemical structure of mechlorethamine was
modified to obtain an anticancer agent with higher selectivity for neoplastic tissues. The
systematic use of chemotherapeutic drugs in cancer treatment made apparent that these
compounds, given in large doses, usually cause impairment of the host defense
mechanisms as a consequence of the inhibition of cellular proliferation.
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Nevertheless, it was demonstrated in several experimental models, that the admi-
nistration of a single-low dose of Cy to tumor bearing animals, when the
antitumoral immune response has fully developed, produces an immunopotentiation
through a selective inhibition of T suppressor lymphocytes. Moreover, the observation
of a total inhibition of metastases formation without altering the primary tumor growth,
demonstrated an interesting new effect of such therapeutic modality: its preferential
action against tumoral cells with metastatic phenotype, probably to a selective
immunomodulation on these cellular subpopulations. These findings indicate a bimodal
effect of Cy: depending on the dose and schedule of administration, it causes
immunodepression or immunopotentiation.

The use of biological response modifiers has led to what nowadays is know as the fourth
therapeutic modality against cancer. It is proposed that Cy should also be considered

within that context.
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Introduccion

La era moderna de la quimioterapia
del céncer se inici6 en el intervalo entre la
primera y la segunda guerra mundial,
cuando Goodman y Dougherty analizaron
el efecto de la mostaza nitrogenada (me-
cloretamina) sobre el crecimiento de un
linfoma transplantado en ratones, para
luego, enel afio 1942 comenzar los estudios
clinicos”. Un interesante razonamiento
quimico, basado en la estructura de la mo-
lécula de mecloretamina, condujo a la
sintesis de la Ciclofosfamida (Cy)®, que en
poco tiempo se convirtié en el agente
alquilante mds utilizado en el tratamiento
de diversas neoplasias®®,

Quimicamente la Cy es un agente alquilante
capaz de establecer uniones o enlaces co-
valentes con las moléculas de ADN, inter-
firiendo con su integridad y/o funcién (de-
fectos de lectura del c6digo genético, rup-
tura de la cadena de ADN, formacion de
uniones intercatenarias estables, etc.)®. Este
farmaco es activado metabdlicamente en el
higado por el sistema de oxidasa de funcién
mixta del reticulo endopldsmico liso
(citocromo P-450), que conduce finalmen-
te a la formacién de varios metabolitos con
diferente actividad biologica®. Estos
metabolitos son agentes ciclo-especificos,
es decir que actian predominantemente so-
bre células en divisién (ocasionalmente
pueden tener cierto efecto sobre células
quiescentes, Go).

La deteccién precoz de un tumor primario,
posible por el gran avance de las técnicas
explorativas, permite en la mayoria de los
casos, su tratamiento exitoso con cirugia
solamente o combinada con quimio y/o ra-
dioterapia. La Cy utilizada en mono-
quimioterapia”’ o en combinaci6n con otras
drogas en planes de poliquimioterapia® 9,
ha demostrado buenos resultados en el
tratamiento de ciertas neoplasias humanas:
linfoma de Hodgkin y no-Hodgkin'%!; car-
cinomas de mama>'¥, c6lony pulmén‘';
mieloma miltiple"®; melanoma?, etc. No
obstante, para conseguir este efecto cito-
téxico sobre células neopldsicas es necesario
suministrar, en forma repetida, dosis altas
de la droga, lo cual provoca en el huésped
efectos adversos tales como nduseas y vé-
mitos, alopecia, cistitis hemorrédgica,
esterilidad, segundas neoplasias (como car-
cinoma de vejiga) y, quizds el mds impor-
tante en este tipo de tratamientos,
inmunodepresion, particularmente en la
inmunidad celular.

Las células linfoides estdn en permanente
division, lo que las convierte en poblaciones
celulares muy susceptibles a la accién de
este farmaco'*'?. La administracion de una
dosis subletal de Cy a animales de expe-
rimentacion induce, 6 a 8 horas después, el
cese de las mitosis y la desintegracion de los
elementos figurados en la médula ésea y
otros tejidos linfoides®”. Este efecto
inmunodepresor directo no es, sin embar-



go, el tinico resultado de la interaccién en-
tre agentes quimioterdpicos y el sistema
inmune. En la actualidad hay suficiente evi-
dencia experimental que sefiala que el nivel
de complejidad de la interaccién es mucho
mayor de lo que se crefa originalmente.

Inmunomodulacion de la respuesta
inmune contra tumores primarios

La nocién de la compleja interaccién en-
tre la Cy y el sistema inmune se deriva de
los resultados observados en experimen-
tos “in vitro” e “in vivo”. Estos trabajos
indican que:

a) Los diferentes tipos celulares del sistema
inmune difieren marcadamente en su sensi-
bilidad a esta droga®!-2?.

b) No solo las distintas lineas celulares del
sistema inmune (macréfagos, linfocitos,
etc.) sino también las subpoblaciones de una
misma linea (linfocitos T helper (T,), T
supresores (Ts), etc.), muestran esa sensibi-
lidad diferencial®*-%.

c) Existe un efecto sinérgico entre la
accion directa de la Cy sobre las células
neoplésicas y la inmunomodulacién de la
respuesta antitumoral®®.

Esta ultima conclusién se basa en la obser-
vacién de que el tratamiento con Cy fue me-
nos efectivo en animales inmunodeprimidos
portadores de un tumor, que en portadores
inmunocompetentes. El estudio de la Cy en
combinaciones huésped-tumor singeneico,
en las que las lineas celulares tumorales
diferian en su inmunogenicidad pero tenfan
una sensibilidad semejante a la droga,
mostré que la respuesta al tratamiento fue
mayor en aquellos tumores més inmuno-
génicos. Se vid, ademds, que el rechazo
tumoral estuvo asociado a una infiltracion
local de células inmunes (linfocitos, ma-
créfagos) y que estos animales quedaban
protegidos contra un desafio posterior con
el mismo tumor®”.

Estos resultados abrieron nuevas lineas de
investigacion que estudian el efecto antitu-
moral de la Cy bajo la perspectiva méds am-
pliade lainmunomodulacién®-?, Varias hi-
péteses intentan explicar el modo en que la

Cy modifica la respuesta inmune antitu-
moral y como éste fendmeno contribuye con
el efecto téxico directo de la droga sobre las
células neopldsicas para aumentar su
eficacia terapéutica; la que propone que la
Cy inactiva mecanismos supresores de la
respuesta inmune antitumoral, permitiendo
la generacién y/o expresion de una mayor
respuesta citotéxica, es la que cuenta con
mayor fundamento experimental®®3%,

Basédndose en los experimentos de Maguire
y Ettore de 1967%®, varios grupos de inves-
tigadores pudieron demostrar que la Cy
tiene una actividad bifdsica sobre el siste-
ma inmune del huésped: bajo ciertas con-
diciones de tratamiento y especialmente
utilizando dosis altas de la misma, produce
una potente inmunodepresién, mientras que
en dosis bajas estd asociada a una expresioén
aumentada de la reactividad inmune, espe-
cialmente, pero no exclusivamente, lainmu-
nidad mediada por células®’-3%,

Los resultados obtenidos por Hengst y
col.® utilizando el plasmocitoma murino
MOPC-315 son claramente representati-
vos del potencial terapéutico de la Cy
como inmunomodulador. En éste modelo
laerradicacién de tumores de gran tamafio
se logré tanto con dosis altas como bajas
de la droga. Las dosis altas tuvieron una
actividad tumoricida directa y produjeron
inmunodepresién en el huésped; las dosis
bajas indujeron el rechazo inmunolégico
del tumor y deplecién de linfocitos T
supresores.

Poco tiempo después, Berendt y North de-
mostraron que la eliminacién de células
T supresoras con dosis bajas de Cy, faci-
lita la erradicacién de un tumor por trans-
ferencia adoptiva de linfocitos T citot6-
xicos activados®“?®

Tanto los ensayos “in vitro” de Kaufmann
y col.“D como los estudios “in vivo de Hoo-
ver y col.“?, demostraron la susceptibilidad
diferencial de las subpoblaciones de células
T a dosis bajas de Cy. Estos investigadores
encontraron una disminucidn selectiva de la
funcién de los linfocitos T supresores, mien-
tras que la de los linfocitos T citotéxicos no
fue afectada. Estos resultados permitem ex-




plicar el efecto inmunopotenciador de las
dosis bajas de Cy sobre una variedad de tu-
mores primarios experimentales.

Es necesario destacar que el efecto diferen-
cial de la Cy sobre el sistema inmune del
huésped portador del tumor depende, no solo
de la dosis, sino también del momento de
administracién de la droga con respecto al
implante tumoral®?.

Algunos autores han demostrado que el
efecto inmunopotenciador de la Cy se
obtiene cuando ésta es inyectada antes del
implante tumoral“**), argumentando una
accién de la droga sobre linfocitos T
presupresores que todavia no fueron
activados por el antigeno, sin embargo estos
modelos experimentales no resultan utiles
cuando se intenta extrapolarlos al nivel cli-
nico para estudiar una posible accién
terapéutica em la neoplasias humanas.

Con el propé6sito de encontrar un modelo ho-
mologable alasituacién clinica, Raccay col.
en nuestro Instituto, trabajando con un
sarcoma transplantable de rata (S-E100),
pudieron demostrar que unadosis bajay tini-
ca de Cy administrada a los 7, 14 o 21 dias
después del implante tumoral s.c. (cuando
los animales han completado su respuesta
inmune antitumoral) producia la regresion
total de los tumores en crecimiento; el efecto
inmunomodulador de la Cy en este modelo
fue confirmado a través de ensayos de hi-
persensibilidad cutdnea tardia, comporta-
miento de un segundo implante tumoral y
ensayos de transferencia pasiva de células
inmunes, ademads de estudios histolégicos
que evidenciaron una regresién tumoral
compatible con rechazo mediado por célu-
las. Este fendmeno, en cambio, no fue ob-
servado cuando la droga fue suministrada
antes o inmediatamente después del indculo
tumoral“64¥.

Estos resultados destacan la necesidad de
futuros estudios sobre la dosis y el momen-
to de administracién de la Cy en otros mo-
delos que utilicen tumores experimentales,
ya que estas dos variables son decisivas
para lograr el efecto inmunopotenciador
de la droga sobre la respuesta inmune
antitumoral.

En ensayos clinicos en pacientes con mela-
noma diseminado, se han utilizado dosis
bajas de Cy con el prop6sito de eliminar
selectivamente la funcién de los linfocitos
T supresores, como tratamiento previo a 3
tipos de inmunoterapia diferentes: linfocitos
TIL + IL-249; IL-25? o vacuna de células
aut6logas®?. En todos los casos, el pre-
tratamiento con Cy aument6 el desarrollo de
la inmunidad antitumoral mediada por cé-
lulas, confirmdndose una vez mas la
actividad de los linfocitos T supresores
como componente importante en larelacién
huésped-tumor.

Inmunomodulacion de la respuesta
inmune antimetastasica

Las metdstasis constituyen la caracteristica
comiun a todas las neoplasias malignas y se
desarrollan a través de una compleja serie
de etapas secuenciales, muchas de ellas re-
guladas genéticamente®?. Las células tu-
morales deben sobrellevar con éxito cada
una de estas etapas para poder colonizar fi-
nalmente tejidos cercanos o distantes del tu-
mor primario.

Las etapas de la cascada metastdsica, que
encierran en si mismas una particular
complejidad, tanto desde el punto de vis-
ta bioquimico como genético, pueden ser
ordenadas de la siguiente manera:

a) Proliferacion de células neopldsicas
y vascularizacién del tumor primario
(angiogénesis).

b) Invasién del estroma local por las células
tumorales.

¢) Intravasacién.

d) Diseminaci6n de las células neopldsicas
a través del sistema sanguineo y/o linfético,
en forma aislada o como émbolos.

e) Detencién en los lechos capilares de
los 6rganos.

f) Extravasacion y sobrevida de las cé-
lulas tumorales. '

g) Proliferacién dentro del parénquima y
formacién del tumor secundario.



Puesto que la accién inmunomoduladora an-
titumoral de la Cy fue descripta solamente
para tumores primarios, en los que dicho
efecto demostr6 ser altamente dependiente
de la dosis utilizada y del momento de
inoculacién de la droga con respecto al im-
plante tumoral, resulté interesante investi-
gar si el mecanismo era también efectivo en
el tratamiento de las metdstasis.

Utilizando un modelo experimental de un
linfoma transplantable (Linfoma TACB) en
ratas, se demostré que una tnica inyeccion
de Cy en dosis “ultra baja” (de las que se
conoce su efecto preferencial en la elimi-
nacién de la actividad de células T su-
presoras)“?, en animales portadores del tu-
mor en crecimiento de 14 dias de evolucion,
inhibi6 totalmente la formacion de metdstasis
ganglionares sin afectar el desarrollo del tu-
mor primario en su localizacién s.c.®?. Este
resultado puso de manifiesto un efecto
novedoso de la Cy: su accion selectiva sobre
células tumorales con fenotipo metastésico.

Actualmente se reconoce que la formacion
de las metdstasis es un proceso que estaria
regulado por genes total o parcialmente
independientes de los genes que controlan
el crecimento tumoral primario®”. En
consecuencia resulta de interés profundizar
el estudio de una posible accién inmu-
nomoduladora antitumoral de la Cy exclu-
sivamente sobre el desarrollo metastasico,
teniendo en cuenta que el mismo constituye
el principal impedimento para desarrollar
una terapia antitumoral exitosa.

Trabajos posteriores estuvieron orienta-
dos hacia el estudio de una posible accion
de la droga sobre alguna/s etapa/s en par-
ticular de la cascada metastdsica, ya que
los resultados comentados anteriormente
demostraron un efecto inhibitoriodelaCy
sobre el desarrollo metastdsico conside-
rado globalmente.

En tal sentido, un ensayo de metdstasis ex-
perimental con el mismo tumor y el mismo
huésped demostré que una tnica inyeccion
de Cy en dosis baja, 7 dias después de un
in6culoi.v. de células tumorales, produce una
disminuci6n en el porcentaje de animales que
desarrollan metéstasis en diferentes 6rganos

(pulmo6n, bazo, higado, ganglios y médula
Gsea), ademds de un retardo significativo en
el tiempo en que se detectan dichas metas-
tasis®®. Este efecto tendria lugar en la segun-
da mitad de la cascada metastdsica, es decir
desde la diseminacién sanguinea hasta la
siembra en los diferentes érganos (desde la
etapa “d” hasta la “g”).

Estos resultados son opuestos a los obtenidos
por Carmel®”y van Putten®”, quienes obser-
varon una exhacerbacién de las metdstasis
pulmonares causada por la administracion
de Cy previa al implante de células tumo-
rales en ratones singeneicos. Las dosis altas
y el esquema de administracién empleados
por estos autores (antes o inmediatamente
después del desafio tumoral), son variables
muy importantes en este tipo de ensayos que
podrian explicar las diferencias entre sus re-
sultados y los nuestros.

Se postularon dos probables mecanismos de
accién para explicar el efecto antime-
tastdsico de la Cy, los cuales no son mutua-
mente excluyentes entre si:

Efecto citotoxico directo sobre células
tumorales con fenotipo metastdsico.
Resultados tales como la tasa de crecimiento
del tumor primario, la cual no fue afectada
por el tratamiento con la Cy, y el porcentaje
de animales portadores del tumor que
desarrollaron metéstasis, el cual fue signi-
ficativamente menor en el grupo tratado en
relacién a los testigos sin tratamiento, su-
giere un efecto inhibitorio de la Cy sobre los
focos micrometastdsicos, los cuales estan
compuestos por células fenotipicamente di-
ferentes de las células del tumor primario.

Inmunomodulacion de la respuesta
inmune contra células metastdsicas.
Nuestros resultados, al igual que los de otros
autores, demuestran un efecto inmunomo-
dulador sobre diferentes tumores prima-
rios®%49 por lo cual no se podria descartar
un efecto similar sobre células metastdsicas.

Estudios preliminares tendientes a demostrar
alguno de los mecanismos de accién propues-
tos permitirian descartar una accién toxica
directa de la droga como efecto principal en
la inhibicién de la formacién de metéstasis,




ya que la inoculacién i.v. 6 s.c. de células
tumorales provenientes de animales tratados
con Cy produce un porcentaje de metéstasis
similar al grupo que recibi6 células tumorales
provenientes de animales sin tratamiento con
la droga; por el contrario, linfocitos es-
plénicos de animales portadores del tumor y
tratados con Cy inoculados conjuntamente
con células tumorales en animales sin tra-
tamiento previo, fueron capaces de transfe-
rir el efecto antimetastdsico observado en los
experimentos iniciales (resultados no publi-
cados).

Por lo tanto, el efecto inhibitorio de la Cy,
en dosis baja y tnica, sobre la formacién de
metastasis, se verificaria a través de una
inmunomodulacidn selectiva de la droga so-
bre determinadas subpoblaciones linfocita-
rias que ejercerian su accion preferencial-
mente sobre células tumorales con fenotipo
metastdsico.

Sibien no puede descartarse totalmente una
posible accién citotéxica directade la Cy so-
bre células tumorales, esta seria de menor
magnitud, al menos en este modelo experi-
mental.

Si se confirma el efecto inmunomodulador
antimetastdsico de la Cy en otros modelos
experimentales que utilicen especies
animales diferentes, el mismo tendria una
enorme implicancia en futuros ensayos cli-
nicos, ya que los medios terapéuticos
actuales parael tratamiento de las metéstasis
son escasos, requieren de alta tecnologia (ej:
transplante de médula 6sea) y se aplican en
un bajo porcentaje de los casos.

De lo expuesto anteriormente, surge con
claridad la existencia de un efecto bimodal
de la Cy con respecto al sistema inmune, lo
cual tiene diferentes consecuencias en la te-
rapia antineopldsica. La utilizacién de dosis
altas y repetidas ejerce un efecto citotéxico
antitumoral y conduce ala inmunodepresion
con sus conocidas secuelas; el empleo de una
dosis baja y tnica administrada en un mo-
mento adecuado de la respuesta inmune del
huésped contra el tumor estimula los meca-
nismos antitumorales y antimetastésicos que
tienden a eliminar o disminuir los tumores
primarios y secundarios.

Resulta evidente que este tltimo efecto de
la Cy presupone la inmunogenicidad del tu-
mor a tratar. Por lo tanto, quedarian exclui-
dos de este tipo de tratamiento los tumores
no inmunogénicos.

Perspectivas futuras

Hemos demostrado que la Cy, administra-
da en dosis baja y tnica, ejerce un efecto
inhibitorio sobre la formacién de metés-
tasis. Este efecto podria deberse a una
inmunomodulacién selectiva que ocurriria
en alguna/s de la/s etapa/s de la cascada
metastdsica, desde la diseminacién sangui-
nea de células tumorales hasta la siembra
en diferentes organos®®. Las investi-
gaciones futuras estardn dirigidas a
estudiar las etapas tempranas de la cascada
metastdsica y a demostrar o descartar un
posible efecto de la Cy sobre las mismas.

Tanto la angiogénesis como la invasién son
caracteristicas determinantes de la capaci-
dad de diseminacion de un tumor primario,
y por lo tanto de su malignidad®?. Cualquier
droga capaz de inhibir alguno/s de estos
procesos estaria bloqueando etapas decisi-
vas de la cascada metastdsica, y constituiria
un tratamiento de eleccién para el cancer
diseminado.

Los experimentos en curso intentardn
profundizar los conocimientos en éste area
y probablemente puedan acercar la
posibilidad de su aplicacién en el tratamiento
de diferentes tumores humanos.

Sintesis

Los esfuerzos por modificar la estructura
quimica de la mecloretamina a fin de lo-
grar mayor selectividad para los tejidos
neopldsicos, condujeron al desarrollo de
la Cy®, que en la actualidad es una de las
drogas quimioterdpicas mas frecuente-
mente utilizada en oncologia clinica®.

Poco tiempo después de la introduccidn sis-
temadtica de los agentes quimioterdpicos en
el tratamiento del cdncer se hizo evidente
que estas drogas podian suprimir los meca-
nismos de defensa del huésped, como una
consecuencia mds general de la inhibicion
en la proliferacion celular. La capacidad
inmunopotenciadora de algunos quimio-



terdpicos, en cambio, surgié inadvertidamente
durante estudios de inmunodepresion, y
actualmente se verenovado diaadiaelinterés
en éste drea, en respuesta al impulso recibido
desde unamodalidad terapéuticarelativamen-
te nueva: la bioterapia®?.

Yahasido demostrado el efecto inmunomo-
dulador dela Cy, tanto en animales como en
el hombre, logrdndose resultados positivos
en el tratamiento de diversos tumores
primarios. En cambio existen muy pocos
trabajos relativos al tratamiento de las
metdstasis haciendo uso de dicha propiedad
inmunopotenciadora.

Utilizando un modelo experimental en roe-
dores, hemos podido demostrar un efecto
inmunomodulador antimetastdsico dela Cy,
cuando ésta es inoculada en dosis muy baja
y por tnica vez luego de transcurrido un
tiempo del desafio tumoral®®.

También hemos avanzado un paso més en
el estudio de las distintas etapas de la
cascada metastdsica que podrian ser blanco
para la accién de esta droga; sin embargo,
dadalaextrema complejidad del fenémeno
metastdsico, son necesarios mayores
estudios para cada etapa particular de dicho
proceso; la experimentacion en curso estd
encaminada en ésa direccion.

Elenfoque multidisciplinario del tratamiento
del cancer, basado en el empleo combinado
de diferentes modalidades terapéuticas,
mejorard notablemente el control de esta
enfermedad.

Eldescubrimiento de ciertas sustancias natu-
rales dotadas de propiedades “modificadoras
de la respuesta bioldgica”, mediadas parci-
almente por un efecto amplificador de la
respuesta inmune, ha abierto, en los tltimos
afios, nuevas e interesantes perspectivas tera-
péuticas, habida cuenta de las limitaciones
de la cirugfa, la falta de selectividad y con-
secuente bajo indice terapéutico de trata-
mientos quimio y radioterdpicos y los con-
trovertidos y limitados resultados de lainmu-
noterapia clésica.

Algunos autores ya consideran a las sus-
tancias con estas propiedades como “cuarta

modalidad terapéutica contra el cancer”%.
Creemos que la Cy debe ser considerada
también dentro de este contexto.
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