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Els darrers trenta anys de recerca basica i clinica en el desenvolupament de farmacs
antineoplastics han permeés la identificacié de farmacs i régims terapéutics actius en el
tractament del cancer disseminat (e.g. cancer de testicle, limfoma de Hodgkin). Els darrers
quinze anys, pero, han posat en evidéncia les limitacions de la metodologia emprada i la
necessitat de dissenyar nous sistemes per al screening preclinic i clinic de nous farmacs i
explorar noves modalitats per al tractament del cancer avancat'.

El desenvolupament preclinic i clinic de nous farmacs citotoxics ha seguit classicament
el seglient esquema: 1) Sintesi quimica o aillament de noves molécules; 2) avaluacié de
I'activitat citotoxica in vitro amb un pannell de linies cel-lulars tumorals; 3) determinacio de
I'activitat antineoplastica, toxicitat (dosi letal 50) i farmacocinética en animals utilitzant tu-
mors experimentals (e.g. leucémies L1210 i P388); 4) determinacié de la toxicitat i dosi
maxima tolerada en malalts amb cancer (assaig fase |); 5) avaluacié de I'activitat antineo-
plastica en diferents tumors (assaig fase Il); 6) avaluacié de I'eficacia del farmac (sol o en
combinacio); 7) comparacié amb regims terapéutics convencionals (assaig fase Ill); i 8)
desenvolupament d'analegs de sintesi que, mantenint I'activitat antineoplastica, tinguin una
toxicitat més baixa.

Aquest enfocament ha estat particularment predictiu per a la identificacié de farmacs
actius en el tractament de les neoplasies hematopoétiques, perd no en els tumors solids.
Des que a comengaments dels anys setanta s'iniciaren assaigs clinics amb el cisplati, no
s’ha identificat cap farmac que representi un aveng qualitatiu important en el tractament
antineoplastic’.

En conseqleéncia, el National Cancer Institute dels Estats Units (la institucié publica
mes important en la recerca de nous farmacs antineoplastics) ha adoptat dues iniciatives:
1) cercar altres métodes que prediguin millor I'eficacia dels farmacs citotoxics en el trac-
tament dels tumors solids humans, i 2) investigar altres modalitats terapéutiques. Aquesta
revisio es cenyira a aquest darrer punt.

El desenvolupament de la tecnologia per a la produccio d’anticossos monoclonals i per
a la clonacié de gens, amb altres avengos en biologia cel-lular i molecular, han estat
fonamentals per portar a la fase preclinica i clinica molécules biologiques I'activitat de les
quals esta essent explorada clinicament. La primera citocina produida amb técniques de
DNA recombinant utilitzada en el tractament del cancer fou I'interferé alfa, i amb ella s'inicia
l'era d'estudi dels modificadors de la resposta biologica en oncologia.
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La Taula 1 resumeix alguns dels nous enfocaments per al tractament antineoplastic. Aci
discutiré solament els tipus d’estratégies que el nostre grup esta investigant: 1) els anticos-
sos monoclonals (AcMo), 2) el desenvolupament de vaccins immunogens i 3) la induccié de
la diferenciacio cellular terminal.

TAULA 1. Nous enfocaments per al tractament antineoplastic

Nous farmacs actius, especialment substancies naturals.

Nous metodes per al screening de farmacs citotoxics antineoplastics.

Farmacs inhibidors del procés de promociod neoplastica.

Farmacs antimetastatics.

Farmacs inhibidors de I'activacio, transcripcié o traduccié d'oncogens.

Farmacs blocadors de l'activacié de receptors per a factors de creixement.

. Farmacs inductors de la diferenciaci6 cel-lular.

. Farmacs que augmentin I'index terapéutic dels agents citotoxics (i.e. G-CSF, GM-CSF).

. Manipulacié del sistema immunitari:

9.1. Immunoterapia activa especifica amb antigens tumorals purificats.

9.2. Immunoterapia activa especifica amb anticossos anti-id.

9.3. Immunoterapia passiva especifica amb anticossos monoclonals (murins, humans, qui-
merics).

9.4. Immunoterapia adoptiva (cel-lules killer activades-LAK).

9.5. Citoquines (i.e. interferons, TNF, IL-1, IL-2).

COZNOMAWN =

Els anticossos monoclonals en el tractament del cancer

L’extraordinaria especificitat dels AcMo i la possibilitat d’obtenir preparacions quimica-
ment homogénies en quantitats il-limitades son els factors fonamentals que permeten la
seva aplicacié en el tractament del cancer. La glestio més important de la immunologia
tumoral —'existéncia d’antigens especifics de tumor en les neoplasies espontanies hu-
manes— continua essent objecte d’intens estudi®3. Cap dels AcMo generats contra tumors
humans descrits fins a I'actualitat detecta antigens especifics de cel-lules neoplastiques.
Tanmateix, I'amplificacié de I'expressié de certs antigens en les cél-lules transformades o
la diferent accessibilitat de I'antigen en les cel-lules normals i neoplastiques poden propor-
cionar un grau d'especificitat operacional.

Tres estratégies fonamentals per a I'is d’AcMo estan essent estudiades: a) I'explotacio
de I'activitat biologica dels AcMo (fixacio de complement, citotoxicitat mitjancada per cél-lu-
les); b) I'is d’AcMo com transportadors que augmentin o selectivitzin el lliurament de
farmacs, toxines o particules radioactives en el tumor; i ¢) la modulacié dels procesos de
proliferacio i diferenciacié cel-lular.

1. Dos exemples d’anticossos amb funcio biologica efectora sén els AcMo R24 i 3F846.
L’anticos R24 es caracteritza per ésser una IgG3 que detecta el gangliosid GD3, expressat
en alta densitat a la membrana de cél-lules de melanoma (fins a 800.000 molecules/ceél-lu-
la). R24 té capacitat per a lisar cél-lules mitjangant complement o monocits (ADCC). En un
assaig fase | de ’'AcMoR24 en malalts amb melanoma s’observaren regressions parcials o
completes del tumor en 5/21 malalts®. L'administracié de '’'AcMoR24 s’acompanya de la
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inducci6 d'un infiltrat inflamatori peritumoral compost per cél-lules CD8*, neutrofils i masto-
cits, i deposicio de components del sistema de complement, inclds C9°.

L'anticos 3F8, que detecta el gangliosid GD2, té caracteristiques similars a I'AcMoR24:
isotip IgG3, deteccié d'un antigen expressat en altes quantitats a la membrana cel-lular,
induccio de lisi cellular mitjiangada per complement o monocits. En un assaig fase | d'a-
quest AcMo en malalts amb neuroblastoma i melanoma s’'observaren regressions tumorals
en 4/17 malalts®.

Malgrat que els parametres predictius de I'activitat clinica dels AcMo encara no han
estat determinats amb certesa, aquests dos estudis suggereixen que una alta densitat
antigenica a la membrana cel-lular i la capacitat efectora dels anticossos (fixacio de com-
plement, ADCC, inducci6 d'inflamacié a nivell tumoral) son prerequisitis per a la induccié de
regressions tumorals in vivo. Per determinar la validesa d'aquesta hipotesi cal estendre
aquest estudis a altres sistemes antigenics en altres tipus de tumors.

2. La utilitzacio dels anticossos com a transportadors selectius d’agents citotoxics al
tumor depen fonamentalment de I'especificitat de I'anticos i del seu comportament farma-
cologic. L'Us de farmacs citotoxics, toxines i radioisotops conjugats a AcMo esta essent
explorat actualment. Un aspecte a considerar en l'aplicacié d’aquesta estratégia és la
necessitat de dissenyar sistemes per a conjugar els agents citotoxics a les molécules
d'anticos sense afectar la seva immunoreactivitat i especificitat. Alguns avantatges d'a-
questa estrategia son: 1) en el cas dels radioisotops, la lesié radidgena pot estendre’'s més
enlla d’'una sola cel-lula, cosa que és particularment interessant per resoldre el problema de
I'heterogeneitat en I'expressio antigénica en el tumor; 2) algunes de les toxines, com la
ricina, son extraordinariament potents i una molécula de toxina és suficient per a la mort
cellular. Els factors limitants en I'is d'immunoconjugats sén: 1) la quantitat total d’AcMo
lliurat a nivell del tumor (per als tumors solids aquesta és de I'ordre de 10~4 — 105 de la
dosi injectada per gram de tumor) i 2) la relacié entre quantitat d'immunoconjugat lliurat en
el tumor i en els teixits normals. Es probable que aquests problemes no siguin tan impor-
tants per a les neoplasies hematopoetiques, en les quals I'antigen és més facilment acces-
sible a I'AcMo.

3. La tercera estrategia es basa en la capacitat dels anticossos per modular la prolife-
racio i/o diferenciacio cel-lular. Un exemple és I'efecte dels autoanticossos contra el recep-
tor de la TSH per estimular o blocar la sintesi d’hormones tiroidals en les malalties de
Graves i Hashimoto. Hom ha identificat alteracions en I'expressié de receptors per a factors
de creixement en les céllules neoplastiques, que poden ésser explotades farmacologica-
ment.

Carcinomes escamosos de diversos origens expressen quantitats de receptor (r) per al
factor de creixement epidérmic (EGF) entre 5 i 100 vegades superiors a les expressades
per les cel-lules normals del mateix origen histologic. Alguns d’aquests tumors produeixen
factor de creixement transformant tipus alfa (TGF —a«), que té homologia estructural amb
I'EGF, interacciona amb el rEGF i indueix la proliferaci6 cel-lular com ell. Alguns AcMo
anti-rEGF bloguen I'activacié del rEGF inhibint la unié d’EGF o TGF —« amb el receptor,
amb la qual cosa es bloca I'estimulacié autocrina i paracrina de la proliferacié neoplastica.
L’AcMo225 és un exemple d'aquests anticossos i s'utilitza actualment en malalts amb
carcinoma escamos de pulm¢’. Altres exemples d'aquesta estratégia son I'is d’AcMo
antireceptor de transferrina en diversos tumors que expressen alts nivells de receptor de
transferrina, i AcMo antibombesina (peptid alliberador de gastrina, GRP) en carcinoma de
pulmo de cellula petita.
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En aquests casos, les molécules detectades pels AcMo tambe son expresades per
diverses cél-lules normals i hom aprofita 'amplificacié de I'expressié d’aquestes molecules
en el tumor.

Immunitzacié activa de pacients amb cancer

A més d'ésser agents farmacologics per se, els AcMo han permeés identificar antigens
cel-lulars I'expressié dels quals és amplificada en les cel-lules neoplastiques. Si aquests
antigens tenen una distribucio restringida en els teixits normals, esdevenen dianes interes-
sants per a la immunitzaci6 activa especifica. Aquest enfocament suposa un pas qualitatiu
trascendental en comparacié amb I'is d'agents estimuladors inespecifics de la resposta
immnunitaria (e.g. BCG), els quals han tingut poca rellevancia en oncologia clinica fins ara.
Els objectius d'un programa d'immunitzacié activa especifica en malalts amb cancer son: 1)
dissenyar un vacci immunogen (immunogen, adjuvant immunitari, inhibidors de cel-lules T
supressores); 2) determinar si la induccié d'immunitat especifica té algun efecte sobre el
curs clinic de la malaltia (malalts amb cancer avancat) i 3) estudiar I'efecte de la induccio
d'immunitat especifica sobre el curs clinic en malalts amb alt risc de recurrencia del tumor
(estudis prospectius).

Les investigacions més avancades en aquesta area son en malalts amb melanoma.
Dues observacions son la base d’aquests estudis: 1) els gangliosids GM2 i GD2 son dos
components majoritaris de les cél-lules de melanoma i 2) diversos estudis han demostrar
que el sérum d’alguns malalts amb melanoma conté anticossos que reaccionen amb els
gangliosids GM2 i GD2, fet que indica que aquestes molecules poden ésser immunogenes
en I'nome. Resultats recents d'investigadors a la University of California Los Angeles i a
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center han demostrat que hom pot induir sistemati-
cament anticossos anti-GM2 de classe IgM i IgG, i suggereixen que titols d'anticossos
sérics anti-GM2 >1/40 poden tenir una significacio pronostica®. Per a determinar la relacio
exacta entre el procés d'immunitzacio activa especifica amb GM2, la induccio d'anticossos
anti-GM2 i el millor prondstic clinic, s'esta duent a terme un estudi randomitzat prospectiu
adjuvant en malalts amb melanoma.

El nostre grup ha iniciat estudis d'immunoterapia activa especifica amb dos antigens
associats a carcinoma, Tn i sialil-Tn. Aquests epitops estan restringits a tumors epitelials,
no son expressats per les cel-lules epitelials dels teixits adults i son immunogens en ra-
tolins. Una vegada s’hagi dissenyat un vacci sistematicament immunogen en ratolins pro-
cedirem a estudis en humans.

Induccioé de la diferenciacio celular terminal

En les cel-lules normals, la diferenciacio cellular és regulada en estreta relacio amb els
processos de proliferacio cel-lular. La transformacio cel-lular s'acompanya de canvis en la
regulacié del procés de diferenciacio i diverses observacions suggereixen que la manipu-
lacidé d’aquest procés pot constituir una nova modalitat de tractament antineoplastic.

Els dos millors exemples de tumors experimentals sensibles a I'efecte d’agents induc-
tors de la diferenciacio cel-lular son I'eritroleucémia de Friend (ELF)? i el teratocarcinoma
F9'0 |'ELF és resultat de la infeccio d’esplenocits de ratoli per un retrovirus incomplet. Les
cél-lules d’'ELF estan blocades en la seva diferenciacio, proliferen amb temps de doblament
de 20h. i no s'hi detecta mRNA d’hemoglobina. En presencia d’hexametile-bis-acetamida
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(HMBA) en el medi de cultiu es produeix en primer lloc el compromis (commitment) cel-lular
per diferenciar-se (amb una inhibicié de la sintesi de DNA i una disminucio dels nivells de
mRNA corresponent a diversos oncogens cel-lulars) i la induccio de la transcripcio del gen
de globina fins a la diferenciacio cel-lular terminal. La preséncia de I'agent inductor en el
cultiu és necessaria fins que es produeix el compromis cel-lular de diferenciar-se. Altres
agents quimics tenen efectes similars sobre les cél-lules ELF (e.g. DMSO, esters de forbol).
Han estat duts a terme experiments similars amb una linia cel-lular derivada d’una leucémia
promielocitica humana (HL-60), i es pot induir la diferenciacid d'aquesta cap a neutrofils o
cap a monocits depenent de I'agent inductor emprat.

En presencia d'acid retinoic les cel-lules del teratocarcinoma F9 de ratoli es diferencien
terminalment cap a cel-lules amb fenotip neuronal. La totipotencialitat de les cel-lules F9 es
demostra perque la seva implantacio en mares pseudo-embarassades s'acompanya del
desenvolupament d’'un nou individu totalment normal. Aquest és el millor exemple que
justifica afirmar que I'oncogenesi és una repeticio de I'embriogéenesi.

El problema més important de I'avaluacié d'agents inductors de la diferenciacio en
humans es I'extraordinaria heterogeneitat fenotipica que existeix espontaniament en els
tumors. Aquest problema constitueix un repte metodologic extraordinari que mai s’havia
plantejat en els assaigs de farmacs citotoxics.

Han estat iniciat estudis fase | amb HMBA en humans i han definit les dosis a utilitzar en
assaigs fase Il. L'us d’aquest enfocament per al tractament de les neoplasies requerira
desenvolupaments paral-lels en els nostres coneixements sobre els processos de diferen-
ciacié de les cel-lules transformades, particularment en els tumors solids.

Conclusions

Els futurs avengos en el tractament del cancer i en la investigacio de noves modalitats
terapéutiques estan estretament lligats als avengos en els coneixements basics de biologia
cel-lular i molecular.

L'avaluacio de farmacs moduladors de la resposta biologica presenta noves dificultats
metodologiques, especialment la determinacié dels canvis histologics i fenotipics que pre-
cedeixen i acompanyen la regressio tumoral induida per agents biologics.

Avui més que mai hom pot preveure un enfocament multidisciplinari del tractament del
cancer.
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