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INTRODUCCION..

La humanidad ha tenidQ,relacién‘ébhrlas enfermedades neo

pldsicas durante toda su hisﬁ. ncla d;spone de he

chos que confirman la“exis

'mallgnos ennuei
tros antepasados'lejano .
Asi el estudio de resto iguos de la necrépolls

51tuada cerca de Glzeh demostr6 que hace unos 5000 anos se

registraron tumores Gseos

Las neopl&sias han SLdo':ePOrtédas virtualmente en todos
los vertebrados, algﬁnos inﬁéffebrados como los inséctos, \Y
plantas superiores (2). Se puede inferir por lo tanﬁoﬁ que
el proceso puede ser esencialmente universal entre los orga
nismos multicelulares. La presencia de lesiones neoplasicas
en huesos de dinosauiiOS y otros f£6siles prueba qﬁe la neo-
plasia hace su aparicifn tempranamente en la escala evoluti
va. '

En el desarrollc de la oncoleogia antigua el mayor aporte
se debe a los representantes de la medicina clisica: Hip6-—-
crates y Avicena (Abu All Ibn—Siﬁa) (1). A HipScrates se le
considera como el primero en describir lesiones tumorales a
las cuéles dio el nombre de carcinos y carcinoma (c&ncer -
proviene de una palabra latina gue significa cangrejo, la -
cual fue usada en el contexto mé&dico por Cato el Elder apxo

ximadamente 200 ahos A.C.) (3). Al observar la semejanza de
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algunos tumores con la carne de pescado, HipSGcrates propuso
denominarlos: sarcomas (tumores carnOSOS)- A los tumores -~

que por su. dlstrzbuc16n recordaban el despllegue de las pa-

tas de an’ cangrejo, suglrlé llamarlos carcmnomas.

El proceso por el cual surgen los clnceres (carc1nagene—

ser entendldo. La ccnver516n de - -una celula =

normal’a“cé ula Cancercsa e's llamada transformac15n neopl&—

sica.’ De ‘procesos patoléglcos generales que afec—

tan a- la celula,~qulzé el més dramétlco sea la transforma—-
c16n neoplés;ca. En muchos sent;dos, la c#&lula cancerosa -
plenamente desarrollada, es un microcosmos biolSgicamente -
muy d;stinto de la c&lula normal. Una c&lula transformada -
produce solo progenie transformada, de esta forma se le da
origen a un clon de c&lulas cancerosas. El1 desarrollo pre--
clinico de un cé@ncer, el cual ocurre por un largo periodo -
antes del diagnbstico, probablemente comprende una transictz
macidén progresiva, dando origen a subclones de malignidad -
incrementada. Muchos cidnceres parecen ser monoclonales, es
decir, como si fueran derivados a partir de una sola c&lula.
Por lo tanto, si ocurre una transformacifn progresiva, cada
una puede dar origen a una subeclona particular con una ven-—
taja competitiva tal gue puede crecer para originax un tu--
mor (5).

Existen muchas definiciones de neoplasia, lo que indica

que ninguna es totalmente satisfactoria. Sin embargo, se -
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considera que una neoplasia es una masa anormal de tejido,~
cuyo crecimiento excede y no se coordina ¢on el de los teji
dos normales, y que persiste aevia,mismé manera excesiva -
después de que cesa el estimulo que-.la ha producido (6). -
Segn el comportamiento de lés heoplasias clinicamente se -
consideran dos grandes grupds:'mélignas y benignas (4). Es-
tos dos t&rminos representah en rea;idad los extremos de un
espectro de caracteristicas'de crecimiénto neoplésico. La -
neoplasia maligna es un sinénimordelvtérmino c&ncér;~el—te-
jido no se encapsula y sus bordes no estan definidos: héy -
proyecciones de células del tumor que se extienden désde la
masa central a los tejidos vecinos invadiendo las esffﬁctu-
ras circundantes. Las c&lulas est&n menos diferéncia&éé que
las de origen, y muestran aumento de la actividadJmiéSéica.
Si el tumor invade vasos sanguineos o linfaticos, las cé&lu-
las transpoxrtadas a otras partes del organismo pueden proli
ferar y formar tumores secundarios, a lo cual se le llama -
metdstasis. Estas caracterxisticas son comines para las c&lu
las cancerosas en general, varian en detalle entre lo; dife
rentes tipos de cdnceres y en el mismo cincer de un estado
de desarrollo a otro.

Los tumores clasificados como benignos proliferan localmen-—
te y estdn compuestos de células diferenciadas semejantes a
las del tejido de origen y no producen metfistasis. Ademés -

el borde del tumor es muy preciso y la presifn sobre los te
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jidos vecinos suele hacer que reaccionen formando una. cipsu

la fibrosa:glreaedd; del tumor. Su ritmo de crecimiento sue

le ser lehto inalmente puede cesar. Los trastornos cli-
nicos producldos por tumores benlgnos dependen pr;nc;palmen
te de efectos mecén;cos, como obstruccidn v1sceral y obs~- -

truccidn de nerv1os (4) .

Biologia del Cancer

Normalmente la tasa de dxv1516n celular en los tejldOS -
esta controlada por mecanismos gue permlten a las cé&lulas -
dividirse finicamente, si se necesitan nuevas cé&lulas. Por
ejemplo, las cé&lulas quiescentes del higado son estimuladas
para dividirse répidamente después de que se quitd una par-
te del higado, y dejan de dividirse tan pronto como la masa
normal del higado se ha restaurado. El mismo tipo de divi--
sidn celular limitada se ve en la piel gue ha sufrido algtn
dano. Sin tal mecanismo de control por —retroalimentaciln-
de la divisi&n celular; la forma y consecuentemente la fun-
cifn de un animal multicelular seria destruida r&pidamente,
ya sea por una divisidn celular excesiva (como ocurre en el
cdncer) o por una falla para reemplazar las cé&lulas muertas
en los tejidos que normalmente experimentan una pérdida con
tinua de cé&lulas (como el tejido epitelial). Mecanismos re-
guladores similares tambi&n son importantes para el desarro
llo ordenado de células y tejidos durante la embriogénesis ().

Las células del cincer muestran un nfimero de propiedades
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que las hacen peligrosas para el huésped incluyendo a menu-
do una habilidad para invadir otros tejidos y para’ inducix
crecimiento interno vascular (lo cual asegura que.ias.éélu—
las proliferantes del cdncer tengan un Suministro'adECﬁaao
de sangre) (8). Sin embargo, una de las ca:aéﬁeristicas -
que definen a las.células cancerosas. es que reSpohdeﬁ anor-
malmente a los mecénismos’de control qué regulan la divi- -
sidn de las células normales, y que continfian dividi&ndose
de una manera incontrolada hasta gue matan al huésped.
Hasta hace poco, la diferencia fundamental entre las cé&lu--
las normales y tumorales se proponia gque radicaba en cambios
en los niveles de nuclebtidos ciclicos'éziulares, fluidez -
de la membrana plédsmatica, proteinas secretadas, el citoes~
queleto y el flujo de iones, por mencionar unos cuantos (9).
Mientras gue los mecanismos moleculares involucrados en la
carcinogénesis permanecen ocultos, es c¢laro que las c&lulas
cancerosas estan menos ‘sujetas a la mayoria de los mecanis-
mos de retroalimentacifn que controlan la divisi&n celular
normal, tanto in vivo como in vitro. Por ejemplo, las célg
las cancerosas continuarfn dividifndose en cultivo més alla
del punto en el que las c&lulas normales se detienen por -
inhibicibn por contacto, proliferando y apilandose una so--
bre otra (10). Ademis, las células cancerosas reqguieren me
nor cantidad de factores de crecimiento que las c&lulas nor

males para poder sobrevivir y dividirse en cultivo (en algu
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nos casos puede ser porque producen.sus propios- factores de

crecimiento) (11)

Una segunda dlferenc1a fundamental lmportante entre las~

cancerosas'es que‘las células cancerosas,

v d; se. 1ndef1n1'amente (12).—

élulas normales e ami:eros—

ﬁmero 11m1tado de d;v;sxones.‘ Por -

mueren despuésde’uan

ejemplo; cuando-10s -1 br blastos normales de mamifere crecen

en cultivo, se,di&id &n eﬁtre 20 vy 50 veces promedlo, depen
diendo del animal del Qﬁe fueron extraidos. Conforme avance
el cultivo, las cé&lulas individuales tardarin cada vez mas

tiempo para dividirse, es decir alargan su ciclo celular, y
eventualmente toda la poblacidn cesard de dividirse y mori-
ri. En general, las cé&lulas tomadas de animales viejos se -
dividirédn menos veces en cultivo gue el mismo tipo de cé&lu-
las tomadas de un animal jovon, sugiricendo ccto gue las c@-
lulas viejas ya han tenido muchas de sus divisiones asigna-
das mientras formaban parte del tejido en el animal integro.
Tales observaciones han llevado a creer que las c¢&lulas di-
feranciadas estan programadas para morir despué&s de cierto

nimero de divisiones. Esta muerte celular programada podria
ser de gran valor para el organismo como un segurco adicio--~
nal contra el crecimiento desenfrenado de una cé&lula en par
ticular. Esto significa que la mayoria de las c&lulas que -

escapan de los contreoles normales de la divisidn celular, -
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podrian dar lugar solamente a pequefias clonas de progenie ce
lular antes de gque muera totalmente la poblacidn (7).
Las ctlulas. cancerosas proliferan m&s fééilmeﬁté:é n ni-

veles bajos de suero y son en muchas ocasiones éapaces«de -

crecer mientras: estan suspendidas:.en; ‘ademds, en -

general no detienen SﬁrgroliieraciﬁpEQQABAQ'yé:ﬁéh’"ﬁpierto
el plapo de cultivo, como lo hécen las célﬁlaé nofmaies; si
no que continuan apiiandosé hasta gue alcanzan Unaigfan den
sidad. Las diferencias en el pctencial de crecimientd an—-—
tre las c&lulas cancerosas y las c&lulas normales en culti-
vo, estfn asociadas a menudo con cambios citoesguelé&ticos -~
conspicuos (13). La reorganizacidn del citoesgueleto que -
acompafia estas alteraciones en el comportamiento se refleja
en dos cambios: las células cancerosas son generalmente mas
redondeadas y las fibras tensoras se reducen en nfimero, © -
est&n ausentes. Estos y otrous cawblios, conccidecs ccolectiva—
mente como transformacitn neopldsica, pueden producirse en

c8lulas normales por infeccibn con virus de tumor, tal como
el virus de sarcoma Rous (14). Este virus simple que causa

céncer en tejidos de pollo solo tiene cuatro genes, uno de

ellos {(gene src) es la causa finica de la transformacifn: -
cuando este gene se activa, las c&lulas son transformadas -~
y se forman los tumores; cuando es inactiveo, las c&lulas pa
recen ser normales. Recientemente se ha demostrado gque el -

producto del gene src es una guinasa con una especificidad
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poco comin. La gquinasa cataliza la Losforilacibn de residws
tirosina en un suhgrupo particular de proteinés celulares,—
siendo la m8s 1nteresante desde el punto de vxsta del CLtO—

esqueleto la vzncullna. Esta proteina esta asoc;ada con las

placas de adhes;én Yy se plensa que ‘es meortante en: el

claje de los leamentos de adctina a la. membrana plasmétlca.'
Esta modificacidn por el producto del gene src puede causar
los cambios en el citoesqueleto observados despus de«la -
transformacifn celulas por el virus de saréoma deARQﬁs.\Al—
gunas observaciones sugieren gue el crecimiento celular y -
;la divisi6n pueden ser regulados normalmente por sefiales re
clbidas via un citoesqueleto celular organizado (15,16).
Por otro lado, una vez gue surge la c&lula cancerosa en
un animal, no forma necesariamente un tumor: la mayoria de
ellas son destruidas por reacciones inmunolégicas mediadas-
poY anticuerpos de ¥z cB8lula {(vigilancia imnmanolSgica) (17).
Se cree que estas respuestas inmunolSgicas estdn dirigidas;
contra antigenos tumor-especificos que se hallan sobre la -
superficie de las c&lulas cancerosas. Bl cambio al estado -
canceroso aparentemente da como resultade casi invariable--
mente una reorganizacifn dr&stica de la superficie celular
exterior, la cual crea nuevos antigenos superficiales que ~
son reconocidos como extrafios por el sistema inmunoldgico -~
del huésped (18). Muchos tumores no son susceptibles al -

ataque por anticuerpos solos o con complemento, pero son -



9

susceptibles al atague de c&lulas de origen 1infoide llama-
das asesinas. Estas c&lulas son de defensa ya que reconocen
y eliminan rapidamente diferentes fipés de célﬁlas par&sito
y c&lulas cancerosas. Tresktiposlﬁé'células asesinas pueden
estar involucradas en la inmunidad mediada por cé&lulas a -
los tumores: las células’Te;’éé}ulas K (las c&lulas respon-
sables de la citotoxidiaaajﬁédiada'por”células dependiente
de anticuerpos}, y las célplas asesihas natu;ales yAcitoté_
xicas naturales (NK-natural killer, NC-natural citetoxic) ().
No esta claro por gue escapa oFasionalménte’afla vigiiancia
una cé&lula cancerosa que pasa a generar un‘tumor.MLosbmeéa-
nismos de escape sSOn nUMErosos, pero”aﬁn'hipoﬁéticds. Estos
mecanismos postulan gque algunés tumores no representan neo-—
antigenicidad detectable; que‘la mayoria de los antigenos -
tumorales provocan reacciones de rechazo de escasa intensi-
dad (antigenos débiles), si el tumor prolifera rapidamente-
Eupera la reaccibn de fechazo. Tambi&n se cree que los anti
genos tumorales desaparecen de forma pasajera al reaccionar
econ anticuerpos especificos (fenémeno de modulacifn antigé-
nica), o que pueden modificarse cualitativa y cuantitativa-
mente en el curso de la progresibn cancerosa (19,20).

Para explicar el origen del clncer se han propuesto mu--
chas teorias, todas ellas de distinta manera estudian los -
cambios fenotipicos gue tipifican a las c&lulas cancerosas.

Estos cambios incluyen: tendencia a la proliferacibn relati
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vamente incontrolada e ilimitada, generalmente a expensas -—

del huésped,,transm1516n de ‘la anormalldad prollferatlva de

una célula neopl&slca~a 1as generaCLOnes sucesivas de célu.-

las’ h;jas,‘como un fenotlpo relatzvamente estable y hereda-

ble; tendenc1a de la anormalldad prollferatlva a progresar
con.e} tlempo hacia un incremento de marcadas alteraciones
en la morfologia dé la célula}'el cariotipo, especificidad-
antigénica, metabolismo y otras propiedades (21).

Aunque muchas teorias de la carcinogé&nesis han falladovy
ninguna por si sola ha tomado en cuenta todos los ‘aspectos
observados en la neoplasia, varias teorias forman las hases
pdra los conceptos contemporénebs..Estas teoriaé pueden ser
agrupadas bajo los principales mecanismos a querée refieren:
mutacibfn somitica, diferenciaci6n éba:fépte y -activacién -
por wvirus (2,22). :

Tecria de la mutacifn somdtica. La teoria de la mutacifn
somdtica atribuye la neoplasia ariaé‘anofmalidades en uno o
mds de los genes gque regulan el crecimiento y la diferencia
¢idén. De acuerdo a esta teoria (23), dichas ancormalidades -
genéticas pueden ocurrir en cualguier momento dufante la vi
da. Hasta donde una o mis de las mutaciones requeridas sea
heredada via el cigoto, la persona afectada se vuelve més -~
susceptible al cincer, ya gue pocas etapas mutacionales son
necesarias para completar el procese carcincgé@nico en una -

célula som&tica. La accibn carcinogénica de agentes tales -~
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como la radiacifn ionizante y los agentes alquilantes se de
be a susrefectos mutéqénicos en_las células expuestas. Las
evidencias,éueua?QYéhfla teoria de la mutacién somatiCa'in—
cluyen: léfiﬁflﬁenéia:de la coﬁstitucién genética sobre la

susceptibiliﬂédwéi}ééncer;_la correlacifn entre mutagenici-
dad y carcihogenicidad;,y la frecuente-ocurreﬁéié'de:éie?fé

ciones cromosbmicas en las c¢&lulas cancerosas.’

Teoria de la diferenciacifn aberrante. En'conﬁra§£E;¢0n
la hipbtesis de la mutacién'sométic;, la cualfatribuﬁeilé'—
carcinogénesis a las anormalidades de genes o cr&mgé6ﬁés,la
teoria de la diferenciacifn aberrante supone que dichos. cam
bios no necesitan suceder (24). En su lugar, pOStuia que -
los disturbios en la regulacifn de los genes, debido a una
falla en‘la repfesién o desrepresifn, puede causar un desa~
rreglo de crecimiento y diferenciacifn expresado en forma -
de céncer, ya que el efetto involucra principalmente cambios
en la requlacifn de los genes y no cambios en su estructura,
se puede considerar epigenética mis que genética.

Ya que se sabe que se presentan patrones estables de expre-
si6n de los genes durante la diferenciacifn, y va que los -
mecanismos tebricos posibles que existen muestran que los -
carcindgenos pueden causar cambios estables en la expresibn
de los genes a través de medios epigenéticos por si solos -
sin alterar necesariamente el material genético en si, la -

distincibn entre los mecanismos de diferenciacibén aberrante
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y los mecanismos mutacionales necesitan evidencias especia-

les tales como: :la totipotencialidad del genoma de la célu-

la cancercsaj: la;

evé;sibilidad del  fenotipo neoplésico in-

vitro; 1 ncié'i6h3de las células*canceroéas in vivo;

asociacibn:de céncer con: disturbios en el aesarrollo Yy una

transformac;én in vitro.

Teoria viral. ,Flnalmente la teoria de la tumorogene51s
pox ADN v1ral esta acompanada caracterlstlcamente por 1a in
tegra0167 de genes vxrales en el genoma de 1a celula huéped
Después de esto, los.genes v1ra1es son transmltldos vertkzl,
mente 'y pueden sexr expresados 51n la producc16n de v1rus 1n
feccioso. (25). 7

Con la excepcibn del virus verrngSo, los agéntesbvifales -
han sido implicados en la patog@&nesis ae,neoplésias en huma
nos. Sin embargo, 1la susceptibilidéd de gédlulas humanas a -
virus que inducen transformacifén neopldsica in vitro estd ~
ampliamente documentada {26). Evidencias indirectas gue im-
plican a los virus en neoplasias humanas tambi&n se tienen;
per ejemplo, la presencia frecuente de particulas caracte--—
risticas de virus en las c&lulas de ciertas malignidades; -~
la asociacibn de antigenos especificos, posiblemente virales
o mediados por virus, con las células de algunas neoplasias;
la presencia de transcriptasa reversa; y la presencia de -~
ciertas c&lulas cancerosas de secuencias de bases de ADN -~

B §
complénentarias a las secuencias de bases de virus de tumor
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conocidos. Estos y otros descubrimientos que son anilogos -
a los asociados con virus que inducen neop1a51as en anlma—-
les, sugieren fuertemente la participacién de virus como co
factores en la etiologia de ciertos tipos de cénce:,en humg

nos (27).

Hay ev1denclas que favorecen el punto de v1sta de q
virus ejercen sus- efectos oncogénlcos a través de la 1nte-—
graclén de mnformacxén genética codificada en sus &c;dos nu
cléicos . eggel genoma de la c&lula huésped infectada. En el
caso de los ADN virus, la integracibn y la transcripcidn -
subsecuente de dcidos nucléicos virales pueden ser andlo--—
gos al pfééeso que mejor se ha caracterizado en los bacte--
riofégoé lisogénicos. Por otro lado, en el caso de los ARN-
virus, el proceso de integracidn, se piensa gque involucra -
un ADN intermediario, sintetizado a partir de ARN viral a -
través de la accibn de virus especificos ARN dirigido, ADN-
pelimerasa o la transcriptasa reversa (28).

La informacién viral integrada en el genoma de la céiula -
huésped es vista en cada una de las dos Gltimas hipStesis -
como upa parte constitutiva de la herencia normal de la c&-
lula en donde los genes derivados del virus estarian suje-——
tos a la regulacibén por mecanismos de represi6n y desrepre-
5i6n similares a los gque controlan los genes normales. Eg——
tas hipbtesis se conocen como la del oncogen y la del proto

virus. Vista en este contexto, la teoria viral de carcino--—
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génesis y la teoria genética dg carcinogénesis se funden en
un trabajo unificado (29). '

La hipdtesié‘dél‘ondbéengéostﬁlaAqne,el'genoma del ARN -
viral-deLgtinFCicéﬁsiéfe:deﬁbiiééeﬁes'que codifican para -
la replicac;énwaeifﬁirus, ykloé oncdgenes que codifican pa-—
ra la téansfér@aci&n:ﬁeoplésica de ‘la c&lula hugsped. Dichos
geﬁbmés'vifalés estam ampliamente extendidos en los verte-—
brados{ siendo transmitidos verticalmente en la linea germi
nal .y jugapdo un .papel funcional en el crecimiento celular
normal y'éﬁ la diferenciacién codificando aloantigenos, o-
en la diferenciacidn de antigenos, o en la superficie celu-
lar. De éégérdq coOn esta hipbtesis, se piensa gue el cancer
es el fééﬁltado de la desrepresibén de oncogenes virales, ya
sea a tié&éé,de la accibn de carcinSgenos externos, o a tra
vés de '1a ocurrencia de eventos mutacionales espontaneos.
La desreprésiﬁn de virogenes que llevan a la produccibén de
virus, no es.considerada necesaria para la inducciéh:dg ﬁeg
plasia (30).

Ia hipStesis del protovirus postﬁlé que la informacién -
genética puede ser transmitida'dentro;‘o entre las cé&lulas
sométicas del ADN en las regiones protovirus del genoma a -
los intermediarios ARN. Entonces, via transcriptasa reversa,
es transmitido de nueve a las secuencias de ADN reinsertan-
dose en el genoma. A través de este mecanismo, existen ge—-—

nes gque se piensa son amplificados y nuevas secuencias de -
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ADN evoluciocnaron en la diferenciaci6fn sin afectar la esta-
bilidad de la linea germinal. En consecuencia, la evolucifn
de los protovirus, ya sea por mutécién‘dé sus secuencias de
bases, o de su falta de integracidn en losi;itiQs equivoca-—
dos en el genoma, da como resultado ;a'transformacién neo-

plisica de la c&lula afectada (2,31).

Céncer de Cavidad Oral y Orofaringe -

El céncer de la cavidad oral y orofaringe es una enferme
dad que se presenta en las etapas adultas de prevejez y ve-
jez, ya que la mayoria de los casos se presentan entre la -
Sa, 6a, y 7a. década de vida, es mds frecuente en hombres -
que en mujeres (32). La incidencia de clncer oral en el -
mundo depende de las regiones geogrificas y sus costumbres,
segln la Organizacifn Mundial de la salud (OMS), India és -
es pais con mayor incidencia en céncer oral debido a su cos
tumbre de masticar nuez de betel. La ciudad de Malta presen
ta una alta incidencia de carcinoma de labio debido a la ex
posicién solar, al igual que Polonia y Espaifia (33,34).

Los factores etiolfgicos que producen céncer oral son entre
otros, los hidbitos comec el alcoholismeo, tabagquismo, consumo
de alimentos muy condimentados y la temperatura alta, asi -
como deficiente higiene oral, traumatismos (mordedura de ca
rrillo, rosaduras de pr6tesis mal ajustadas y piezas caria-
das) . Otro factor es la radiacibn solar, Spitzer y col. re-

portan una alta mortalidad por cédncer oral entre pescadores
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de Canadi (35}).

La mayoria de los c&nceres de cabeza y. cuello son de ti-
po epitelial, ya sea de reves;imiénﬁo‘o{glaﬁdular, vy pueden
estar precedidos de lesiones blancas'dé'ﬁipb-infecéioso (si
filis terciaria, candidiasis); défmicas (liquen plano, gio—
sitis media romboidea, etc) o .de Qerdaderésrleucoplasias -
(queratinizacién de un epiteliaréaviﬁenfoso normalménte no-—
queratinizante) con potencial de transformacifén a la malig-~
nidad, por mecanismos de diferenciacifén celular que dan lu-
gar a una lesi6n displisica que pronto puede mostrar un car
cinoma in_situ (36}).

Los carcinomas invasores pueden ser clasificados como: -
bien diferenciados, pobremente diferenciados y moderadamen-
te diferenciados. El1 comportamiento del tumor lo 45 el gra-—
do de diferenciacibn celular, existiendo una correlacibn en
tre el grado de diferenciacifbn y la malignidad, asi que en-
tre m&s diferenciado sea un tumor tiene mejor pronSstico pa
ra el paciente. Es muy difficil reconocer el tipo histolfgi-
co de los tumores indiferenciados (glandular o epitelial, -
el melanoma y el linfoma son los parfmetros de diagnS%tico
diferencial). Pueden existir ademfs diseminaciones locales
y a distancia de un tumor primario, de acuerdo a su grado -
de invasividad (37).

Entre los carcinomas hay que distinguir: carcinomas glan

dulares, llamados tambié&n adenocarcinomas (el aspecéo glan—
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dular puede ser mis O menos claro seglin el grado de diferen

ciacidn) carc1nomas no glandulares y carcinomas indiferen--

Los tuﬁdrésrde‘langlﬁhdulas'salivalcs'pueden serde muchoss

tipos: célulares, tal como: adenocarxcinoma, carcinoma mucoe-
pidermoide, carcinoma mixto, carcinoma adencideo gquistico (38).
El carcinoma epidermoide- (de c@lula escamosa) es el proceso

maligno gue méds frecuentemente se presenta en la boca, his—

tolégicamente suele aparecer formando masas, laminas, islo-
tes o cordones de cé&lulas escamosas malignas gque proliferan
hacia abajo penetrando en el tejlﬁo conectivo y en. las ca--—
pas musculares. ElL carcinoma mucoep1dermo;de esta formado -
por tres tipos celulares pr;ncxpales- cClulas secretoras de
moco, c&lulas de tipo ep;dermo;de, y ‘células intermedias.
Las cBlulas secretoras de moco predominan en €l carcinoma —
mucoepidermoide. El carcinoma adenoideo quistico estl com—-
puesto de pequeﬁaé c&lulas gque se tifien uniformcmente, dis-
puestos en cordones anastomosados, © en imdgenes a modo de
conductos cuya porcidén central puede contener material mu--
coide o hialino. El resultado final es un aspecto de panal.
El tumor mixto maligno, representa cerca del 60% de las neo
plasias de las gliandulas salivales, estid formado por epite-

lio escamoso que a veces presenta zonas de queratinizacibn.
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Ademds podemos encontraf epitelio glandular, 'lo mismo que -

material mucoiae,‘que~es,ﬁn2ptpdﬁcto;de.degenerac;§h”dei

epitelio - (39).

Los melanomas mallgno

cénceres‘ Representan un 20v de cénceres cut&ne

cuténeOS.,Son partlcularmente frecuentes.en_

de 1nd1v1duos rublos ¥ pelirrojos viven al sol y dondeflé'
tasa de incidencia de melanoma es de ocho al dlez veces éﬁ—-
perior que,en el resto de los paises. Es una neoplasza ;ﬁia
de la boca, ya que se-trata de una de las enfermedades mis —
fatales y de mis répida evolucidn. Todo melanocito, cé&lula-
del sistema pigmentario situada entre los queratinocitos y
la capa gcrminativa de la epidermis, puede dar lugar a un - -
melanoma (40). B

Los tumores de tiroides son relativamente raros (1% del con

junto de los cénceres)..Su dis?ribucién segln el $exo,"las'

poblaciones, la edad, el tipo evolutivo 'y él éf&héééid;idi—
fieren radicalmente segGn el tipo'histoiégico. ; ’

El cincer de tiroides es dos veces mis frecuente en la mu—
jer que en el hombre y se observan sobre todo entre los 50
y los 70 afos de edad, aunque pueden raramente observarse -
en la primera infancia. Los clnceres de tiroides presentan
a su vez diversos aspectos histoldgicos, siendo el més fre-

cuente (60% de los casos) el adenocarcinoma papilar y en se
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guida el folicular (gue a veces tiene disposicibn alveolar).

Ademis ex1sten otros cdncercs, igualmente epiteliales, de -

las cglulas glganteS:"

raram'nt"ae tipéescamoso: (40).

céncef‘ha;héchbvdél éﬁiﬁiﬁﬁyde ééiﬁigé Qéoplééicéérlé:pﬁiﬁfr
cipal herramlenta de ésta lnvestlgacxsn, debido ‘'a que el =
cultivo de celulas fuera del organlsmo permite 1a observa--
cifn de las células vivientes en condiciones muy favorables.—
Constituye esto un sistema mis simple que- el de un tejldo o
un 8rgano, de manera gque puede estudiarse bajo cond1c10nes
bien controladas (41) . : L

Las t&cnicas de cultlvo de tejldo desarrolladas a fina-<=

les del siglo pasado tuv;eron un gran 1mpacto sobre la blO—

leogia celularxr, la c:togunetzca 1rologia y.otras dlscl—

plinas relacionadas {(42). ‘,Las:prlme:as é&ldenc;as en: for=
ma de observaciones detalladas de la supervivencia y divie-—
sifn celular fueron propércionadés.por Jolly (43) en 1903.

Posteriormente Harrison en 1909 (44), decmostrd gue las c&lu
las nerviosas embrionarias podian crecer y diferenciarse in
vitro, dando lugar con sus trabajos a las técnicas de culti
vo de tejido que alin son utilizadas. Otra aportacifn de gran
importancia fue la proporcionada por Carrel (45) en 1912, -

2l cual pudo hacer crecer explantes de corazbn embrionario-—
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de pollo durante 34 -afios a través de miles de generac1ones—

celulares. La tecnlca de cultivo utlllzada, fue un progreso

notablely c n51st1a en. hacer un: explante de un pequeno tro—

en. un medlo'f

,d preferenc1a embrlonarlo,

llna. Este 51stema era ‘sumamente complejo desde el punto de

vista- qumlCO y-evidentemente no: se podia observar el:efec—'
to’ de una“ sustancia en particular sobre las cé&lulas, por lo
que se considerd necesario. para este £in ;aAc:eac16n‘de me—
dios quimicémente definidos. ‘

El desarrollo de la t&cnica de cultivo de tejido que permi-
tiria el mantenimiento en cultiﬁo.en general de c&lulas eu-
cariontes provenientes de diferentes especies por un largo
periodo de tiempo, fue logrado desde 1941 por Fischer (46)-
guien adem&s propuso el ‘uso:de uﬁ medio de cultivo sinté&ti-
co. En 1955 Eagle (47)'desérr0116 un medio sint&tico (medio
minimo esencial),rqqergoqgiéte de 13 aminéacidos diferentes,
8 vitaminas y una’mezélé de ‘sales inorg&nicas, ademis de --~
glucosa como fuente de_éﬁé;gi@; el cual era capaz de soste-

ner la supervivencia y prolifetﬁdién activa de ciertas cé&lu

las de mamifero sin nlngﬁn tlpo ékSUPlemento. A veces sur

gen requerimientos adlClonales (v.g. serina, inositol, piru

vato) sobre todo cuandp‘ a's:células proliferan a baja densi
dad (48). Los medios’ ¢d$ aunque proporcionan los -

elementos bésicoslparafel,_eéarrdllo celular, son en general
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suplementados con una pequeifia cantidad de sueros, principal
mente dg caballo y fetal de bovino, y en ocasiones de huma-
no. La*ﬁééégidéd:de’suero es casi universal para todas ias

lineaé §él_laf§$'de vertebrados, debido a que éstos ¢optie;‘

nen importantes promotores (hormonas factores .y .cofactores)

de l1a mu;tiPIicacién de c&lulas in vivo. Uno*de”lbsaﬁéaiésﬁiﬁ

de cultivo mis utilizado en la actualidad es el medi6 idea—l
do éor Eagle (49), cuyo contenido en ioﬁeé~ino£§§hi¢6é;a}:f -
concentracifn isocosmb6tica, en nfimero de aﬁinoéciaos y‘en vi '
taminas es suplementado al momento de su uso con sueros_hé—
terSlogos, homSlogos o autSlogos. Se suele agregar bicarbo-.
nato de sodio, como regulador de pH cuya accidn se éﬁercek—
en forma conjunta con el alto nivel de co, existente en'lay
incubadora. Los medios de cultivo en consecuencia praveen -
condiciones fisicas indispensables para la sobrevida aé las
células in vitro (presiSn osm&tica y pH).. .Ademds proporcic -
nan las sustancias quimicas requeridas por las célulés Yy -
gque &stas no pueden sintetizar. 7 7 ‘

El cultivo de tejidos consiste en transferir porciones -
de tejidos a un medio de cultivo adecuado, donde las cé&lulas
pueden adaptarse y proliferar en forma auténoma, mantenien-—
do las condiciones de cultivo semejantes a las del cuerpo -
del animal del cual se extrajo dicho tejido (50).

Cuando el cultivo de tejido a partir del explante se lleva-

a cabo con &xito, se le denomina cultivo primario y de &1 -
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es posible obtenerrlineas celulares, gue son subcultivos ob

tenldos a partlr de muchas generac1ones celulares,' en los-

cuales’ las pueden permanecex dlplOldes Yy retener ma

chas caracterlstlcas del explante 1nlc1al- chhas ‘c@lulas

puedep propagarseflndeflnldamente (41). Las caracteristi—

cas’de’las células;.en.lineas establecidas, son diferentes a

las de las cé&lulas del cultivo primaric (cindtica de proli-

feraci@n;;gégﬁerimentos nutritivos y morfologia entre otras),
Yy en generél*se'dicé que las lineas establecidas son células
transfdrmadas, ias cuales han sido adaptadas a un crecimien-
to prolongado in vitro (51,52,53).

El metabolismo de cé&lulas in vitro, es en generél simil§r~~
al de las células in situ (54,55). En &stas, loé.yrcémi’n'o"s": -
energéticos mids importantes en el metabollsmo de carbohldra

tos son la glicdlisis y el c;clo de Krebs.kEn oca51ones es-

tas cé&lulas proaucen un: aumento de a01do léctlco Y. ‘cidos -

cetbnicos en el medio (48). bplelimetabollsmo de protelnas,
se conocen unos 12 aminoécidé%:eSengiales, los restantes se
sintetizan por transaminaéiéﬂ;vaésaminacién hidrolitica o -
desaminacifn coxidativa. Algunas cé&lulas no pueden usar pro-
teinas en el medio, poxr falta de enzimas proteoliticas, y -
por lo general la sintesis de lipidos la realizan a partir

de precursores sencillos, como el acetato, lo mismo sucedé”
con los &cidos nucléicos, aunque si estes se proveen en el-

medio son usados preferencialmente (54,56).
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Anteriormente se pensaba que la mayoria de los tumores -
eran incultivables, hasta que en 1951 Gey, Coffman y Kubicek

cambiaron esta 1dea (57). Gey ensays cultlvos"e célﬂlas noxr

males y cancerosas, en- su mayoria estas células no presenta
ron proliferacién.ysln embargo, a partlr de un céncer cer-
.vical, Gey obtuvo una poblac;én celular de répldo crecimien
to a la cual le 1lame Hepa, y fue la primera linea celular-
de tipo epitelial derivada de tejido humano y mantenida con
tinuamente aurgnte cultivos sucesivos. Esta 1inéa fue aisla
da a partir de un carcinoma de cervix de una mujer negra de
31 aftos de edéd (58). Es importante mencionar que desde su
origen esta linea celular ha sido una de las mis ampliaﬁen-
te estudiadas. Aungue no todos los explantes provenientes -
de tejidos tumorales han dado lugax a lineas, hoy en dia -
existe una 'gran cantidad de este tipo de lineas celulares -
para investigaci6bn (58). Con la finalidad de poner a la dis
posicidn de investigadores en todo el mundo las c&lulas tan
to de tejidos normales como de tumores de diferentes espe-
cies, se ha creado un banco de referencia en el cual se pue
den adquirir estas c&lulas para los distintos experimentos.
Para el cultivo de c&lulas tumorales, adem&s de medios -
-11quidos se han desarrollado medios semisSlidos utilizando
principalmente agar a concentraciones muy bajas (59,60, 6),
pero en general, no todas las c&lulas que proliferan en me-

dios liquidos pueden hacerlo en medio semis6lido. Sin embax



24

go, se ha encontrado que en muchas ocasiones existe una co-

rrelacibn 'egti:e el ' grado de malignidad de una linea celular

y suicap cida “éara prolifétar'eh agar (62,63) . Recientemen

,trado factores capaces de hacer proliferar -~

células normales en agar y asi mismo cé&lulas gue afin siendo

malxgnas,no prol;feran en. otros medios (64). Debido al con-

trol que se puede tener de las lineas celulares in Vihfb,

la mayoria de la informaci&én sobre las alterac;ones que tie
nen las células malignas respecto a las nOImales (dlferen—

tes receptores de membrana, diferentes nlveles enz;métlcos,

etc.) han podido ser estudiadas (58). La’ colecc;én,de lineas
celulares fue establecida a traves de los esfuerzos coopera

tivos de la American Type Culture Collectlon y un’ grupo de
colaboradores de laboratorio. En 1980 laicolecc16n contenia
400 lineas celulares caracterizﬁdas derivadas de aproximada
mente 40 especies diferentes, inclufendo 202 lineas de fi-

broblastos de piel humana deriﬁada'aéaréhtemente de indivi-
duos normales y de pacieﬁtes con varias enfermedades (inclu
vendo desordenes éenéticos). Todas'est&n preservadas en ni-
trégeno fiquido con el cual se mantiene la temperatura cong

tante de -190°C (58).

Quimioterapia del céncer

Desde tiempos muy remotos (3) hasta bhace poco la cirugia
fue la té&cnica empleada para tratar el cincer. Sin embargo,

en los Gltimos 20 afios y debido al avance de la medicina se
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han desarrollade otras t&cnicas como son la radioterapia, —

quimioterapia; inmunoterapia; entre otras (65,66 67). De

estas tecnlcas las m&s empleadas son la radxoterapla ¥ la -

qulmloterapl rM1entras que la radloterapla tiene apllca—

cibn para un nﬁmero reduc;do de tumores y sobre todo cuando

"estan blen LOCa;;gaaos,-la guimioterapia t;ene un mayq;}ran
dio de accibn. ng:éféﬁpectos nés brillahtesfbéra;él'fufﬁ;'
ro involucran el uso de cirugia o radiacidn pafé éon£¥§ié#
la enfermedad local 'y el uso. temprano de drog;éip€fgf¢éﬁtrg;

lar la enfermedad metastdsica (68).

La quimioterapia es un tratamiento general, éistemético,
capaz de alcanzar' a ggsi-tqdas las c&lulas malignasrdei or-—
ganismo. La excepciqn es'el caso particularkde las localiza
ciones inaccesiblés; como -‘€l” sistema nervioso central, péra
las drogas no capaces-de atravesar la barrera "cerebromenin
gea" (20). El ideal ae la qﬁimioterapia es el de encontrar
una o mas drogas qﬁe} actuando a través del organismo, ten-~
gan un grado de selectividad que les permita lesionar a la
cgélula cancerosa con dafio minimo a las restantes norunales.
Este es un hecho de importancia fundamental si se recuerda
que el proceso maligno radica en la c&lula misma (69) .

En los afios cuarentas, desde que se dié la primer quimio
terapia citotoxica (70), literalmente miles de agentes qui-
micos han sido probados por su actividad en destruir cé&lulas

cancerosas. Relativamente pocas de estas drogas alcanzan la
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etapa de pruebas clinicas en animales, y pocas alin son sufi

cientemente:seguras; o efectivas para ser probadas en huma-

nos. Un peque o' 'nfmero de estos firmacos gue han sido pro-

bados en humanos-establecieron.el criterio para uso de ruti

na clinic: uesto que existe un gran nfimero de estos f8r-

macos, es dificil para los clinicos determinar el modo de -

acciﬁn,:désié'£EQuerida y la toxicidad (71). Para cada caso
en particuiarten los pasados 10 afos han ocurrido mejoras -
notables-én el tratamiento exitoso de unos cuantos tipos de
cldncer, gue en el pasado fueron generalmente fatales.‘En su
mayor parte estas mejoras se desarrollaron en tumores poco
comunes, generalmente en los nifios, adolecentes y adultos -
jbvenes como en linfoma histiocitico, leucemia linfobl&sti-
ca aguda y linfoma de Burkit, entre otros (72). El nuevo fac
tor en el control del cincer es la habilidad para curar el
cdncer que no se localiza facilmente (metadstasis), ﬁna.mejg
ra proporcionada péf él'désa:rollo de drogas antitumorales.
Estos agentes gquimioterapefiticos tiehen'la propiedad de po-
der controlar el c&nééf distantefo mgtastésicol

En una investigécibn'uti}iéand§ ﬁd_modelo,tumoral,.la -
leucemia L1210 del rétén;{Skiépé?;y‘éélépéigéores, estable-

cieron varios principios importantes que ‘han guiado y orien

tado la moderna quimiocterapia de fdéncef'(GB).‘Los mismos -

pueden resumirse brevemente asi:'l) una sola célula maligna

clonfégena puede dar lugar a una progenie suficiente para -
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matar al huésped; para lograr una cura es necesario eliminar

a todas estas qélp;as, 2)'a diferencia de la gquimioterapia-

antimicrobiana,

“en dbnde cési siempre se constatan importan
tes contrib@ﬁlongsﬁde;iqs:inmunomecanisho;;y—de:dcfensa del
huésped,-éétosfﬁitimds tienen un papel insiénificante en la
‘terapia de,ia,énfexmedad neopi&éica} a ﬁenos gue s&lo exis—
ta un pequefio nﬁmeﬁo de células mdliénés} 3) la muerte celun
lar causadaApor.los agentes antineopldsicos sigue 1d,¢inéti
ca de primer orden, es decir gue un porcentaije constanté, b4
no un nlimero constante de células se mata con una manibbra—

terapelitica determinada. Este hallazgo ha tenido un efecto

profunde sobre la quimioterapia clinica del clncer: por - —-—

ejemplo, un paciente con leucemia 1infocitica~agnda avanza-

da puede alojar 1012 células, o sea-alrededor de 1 ko de cg

lulas malignas y una droga capaz de matar 99.99% de estas -
células reduciria la masa tumoral a 100 mg, teniendo la apa

riencia de una remisiBn clinica completa, pero en realidad

quedarian 108 c&lulas malignas, cualquiera de las cuales po

dria causar una recidiva (69). Por otra parte, el conocimien

to de la cin®tica del ciclo celular es escencial para el uso

correcto de la actual

Muchos de los agentes

generacidn de agentes antineopl&sicos.
citotbSxicos mds potentes actlian en -
fases especificas del ciclo celular y por ello s6lo son ac-

tivos contra las células que se encuentran en proceso de di

visiBn.

De esta forma, los canceres humanos actualmente
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m&as susceptiﬁles al tratamiento cguimioterapefitico son aque-
llos con una. gran proliferacibdn, es decir con un alto por--
centaje de ¢é&lulas en procesc de divisidén. Pesgraciadamente
los tejidos normales gue tambi&n prolifefan ré&pidamente (m&
dula 6sea, foliculos pilosos y epitelio, intestinal) estan —
sujetos a dafhos por estas potentes drogas antineoplééicas,
vy la toxiciéad resultante suelé limitar la utilidad del tra
gamiento (71 73) ; _‘ . o
La d1v1516n de. celulas normales Y neoplés;cas ocurre en

una secuencia’ de eventos referldo'como c1clo celular. El ci

clo celular esta leldldO en va s'fases dlferentes. La'fa

se Gl referida como el prlmer espaC1o ‘del” C1clo, donde. se -

presenta la sintesis de ARN , protelnas. Cuando las cehﬂas

permanecen en Gp por periodos prolongados -de tiempo, se di-
ce que estln en una fase de reslsten01a llamada G,- La fase
S {(sintesis) es el periodo durante el cual ocurre la sinte-
sis de ADN. El tiempo gue las c&lulas normales emplean en —
esta fase en comparacidn con las c&lulas malignas es usual-
mente diferente. Siguiendo la fase S esta el segundo espa--
cio del ciclo, llamado Gy Durante é&ste, la sintesis de ADN
se detiene, mientras la sintesis de ARN y proteinas conti—-
nua. El paso final de replicacidn de cromosomas y segrega-—
cidn ocurre durante la fase llamada M, cuando ocurre la mi—‘
tosis. La tasa de sintesis de ARN y proteinas disminuye du-—

rante esta fase (71,74).
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Muchas de las drogas natineoplidsicas estan clasificadas con
base en su actividad en una fase especifica del ciclo celu-
lar. La accibn citctéxica,de varias drogas que estin éiendo
utilizadas en quimioteiapia, depende de la tasa.de divisidn
celular, mientras ﬁ&s rédpido se dividen las c&lulas, @&stas
son eliminadas m&s r&pidamente. Estos agentes ciﬁotéxicos
dependientes de la proliferacifn son principalmente de dos
tipos: los agentes "“fase-especificos”, donde la acci&n de
la droga esta limitada éfectivamente a una etapa del ciclo
celular, y los agentes ;ciclo-dependientesﬁ o "fase-no espe
cificos”, donde la droga puede afectar-a las células en to-
das las etapas del c1clo celular. El uso de estos agentes -
permite facllltar una muerte select;va de las células que- -~
se estan leldlendo rép;damente dentro de los te]xdos £75,76).
Los agentes qulmloterapeﬁtlcos que znhlben el crec1m1en-
to de las celulas se pueden clasificar como 51gue- compues—
tos inhibidores del crecimiento; antlmetabolltos antagonxs-
tas del &cido f6lico, andlogos de la purina, anSlogos‘de la
pirimidina y antagonistas de la glutamina; agentes alquilan
tes polifuncionales; hormonas estercoides; compuestos diver-—
sos como antibidticos, alcaloides vegetales, L-asparaginasa;
otros depresores hemopoyéticos (69,70,71,76).
Antimetabolitos. Los antimetabolitos son andlogos es—-—
tructurales ae sustancias gue ocurren fisiolégicaménte, lla

mados metabolitos, los cuales pueden producir mediante com—
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petencia por el receptor reéspectivo signos de deficiencia -

en un sistema biol6§ico: Esto no implica que todos los anf-

logos estructurales;sean -antimetebolitos, pues algunos son-

metabé}% ks,yfatfdé,pueden llegar a sgbifituir

al ¢orfespbhdiehte mefébolito. Esta definicifn tambi&n re-

quiereique’

1 anélOQO lnterflera con la- funclén defla,subs—

‘combinindose con ‘grupos amino, sulfhidrileo,
carboxilo.y fosfato. No son especificos del ciclo celular,

pueden“combiﬁarse‘con las c&lulas en cualquier fase del mis

mo. Se cree que alguilan el ADN. vy més‘especificamente, la
guanlna. Esta acc16n bESLCa puede explicar la toxicidad pre
ferenfe de estos compuestos por las cé&lulas en r&pida multi
plicaciénL

Hormonas esteroides. ..En-contraste con otros aggntes -
gquimioter&picos gue act@Gan indiscriminadamente sobre las c&
lulas en rapida proliferacién, las hormonasresteroides son-
mucho mas especificas en sus efectosrsobrg'lagkmismas. Cada
hormona actlia sobre un ;éjido eséé;ifico y,.éegﬁn el tejido

atacado, estimula © inhibeisu'crecimientog La-importanéia -

de las hormonas esteroxdes en:la

ioterapia del cincer -
radica en el hecho de ;prigina en teji-

dos modificables por-la des puede conser-—-—
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var algo de la reactividad hormonal de: su-tejido de origen.
aAsi, las alteraciones en‘él ambienﬁe'horﬁonal puedén aumen-—
tar el rltmo de'crec1m1ento o hacer que e1 c&ncer reglese,
segﬁn el Slth prlmarlo del céncer y las propledades que re
tenga de su tejldo de orlgen. Las hormonas esteroides guar-—
‘dan una relaclén cgmpleja entre si, con hormonas producidas
por otfos’éréanos efeétores, y con hquonas secretadas por
la gléndglaipituitaria. Las de interes clinico son los.an-—
,drégénoé;_eéﬁfégenos,,progestinas y esteroides adrenocérti—
coides. Todas estas son estructuralmente similares, aunque
sus efectos blOnglCOS sean completamente diferentes. )
Compuestos diversos: Antibibfticos. Son sustancias:quif_
micas producidas por diferentes especies de microorganismos

(bacteriaé, hongos, actlnomlcetos) que supr:.men el crec.mu.en

to de otros microorganismos. Recientemente un "buen gru“
agentes antitumorales han sido aisgl
y estos antibiSticos antineopl&sicos han demostrado te er -
aplicacién en la qdlm'oterapla c1tot6x1ca. Los antlblétlcos
con actividad antitumoral parecen afectar la funcidn‘o sin-—
tesis (o ambas) de &cidos nucl@&icos. No se conoce éompleta—
mente el efecto citot6xico de los antibiSticos pero se cree
que son una consecuencia directa de su interferencia con ia
funcifn del ADN. Los efectos antimitfiticos y de superficie

celular pueden ocurrir con estos agentes, gue parecen ser =

fase-no especificos del ciclo celular.
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Alcaloides vegetales. Un grupo de lnhlbldOIeS mitSti-

cos (v1nb1astlna Y v1ncrlstlna) fueron encontrados durante

a-sus: efectos c1t0t5x1cos si. Estos agentes

teina mlcrotubular (tubulina) la cual es un componente cla-
ve de los microtfibulos celulares causandd detencién de la -
divisidén celular en la metafase. También se ha visto la in-
hibicidn de sintesis de &dcidos nucléicos y proteinas a alta
concentracibén. Estos agentes son fase-especificos y su méci
nismoide accifn y metabolismo son similares, pero el espec—
tro antitumor, dosis y toxicidad clinica son muy diferentes.
u—AspaLaglnasq. El degarrcllo de la L—nsparaginasa se
efectué luego de lé obsexvacxén hecha por Kid en 1953 de =

que una. sustanc;a en- el suero del cobayo 1nh1bla el crecx——

mlento,de,c1_r 's tumores transplanuados en cl ratén.'»Se -

descubriﬁlque 1 componente actlvo era la L—asparaglnasa y

que'suuéct;v;éi “c1ertas celulas neoplésx——

cas dependen .de: la aragina’ exégena, un am1noéc1do no -

esencial. ala en21ma L—asparaglnasa elimina

la L—asparagxna ex&g na in. 1vo;y da como resultadoyla inhi
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bicibn del crecimiento de estas células dependientes. En -

contraste, las células normales, que son capaces de sinteti

zar su propia;éépafégipé;: ',, nflu;das por 1a presencla‘
:de la’ asparag;nasa. 1 "  fi:,‘”us melxcaCLones préctlcas
lnmedlatas,‘esta observaclén'es 1mportante debido a que re—
'presenta una’ dlferencla bloquimlca especifica entre las:'cé&~-
‘lulas: normales y ciertas células neoplédsicas.

_Otros depresores hemopoy&ticos. En 1939 se encontrxb  —
gue los embriones de las-semillas expuestas al etil~fenil—-—
carbamato se desarxrollaban anormalmente. Esto condujo al eg.
tudio general de los é&steres arilcarbamato y compuestos re-—
lacionados en las plantas, y se eﬂcontré queuél isopropil——
fenilcarbamato era el ma@s activo en tanto que el uretano -
era inactivo. Haddow y Sexton examinaron la capacidad de -
los carbamatos para inhibif el crecimiento de tumores mama-—
rios transplantados en el ratén y la rata, y en estos anima
les resultaron activos el uretano y el feniluretanoc. En con
secuencia, se ensayb el uretano en los carcinomas mamarios
humanos. Aungue no se obtuvo respuesta terapefitica, los pa-
cientes desarrollaron leucopenia, y esta observacibn llevb
a Paterson y col. a ensayar el producto en la leucemia cré-
nica. ’

A pesar de gque la experiencia con terapia de drogas para
carcinoma de cé&lulas escamosas avanzadas © recurrentes de -

cabeza y cuello es limitada, varios agentes han producido -
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una regresién del tumor convincente y reproducible: en esos—

pacientes (77)5

Los agentes'qﬁiﬁv

y ADN ;Tamblen 1nh1be tanto a la ARN pollmerasa dependlente

del ADN (la llamada mensajera) como la ADN pollmerasa

Adr;amlclna. .. BEs un antlblétlco antltumoral que ‘se; 1nv—

tercala entre los pares de bases de ADN e 1nh1be 1a sinte~-
sis de ARN y ADN. : : ; :

Bleomicina. ' Es. un grupo de 13 gllcopeptldos antltumora
les que se une al ADN. 1levando al romp;mlento de enlaces -
simples y dobles. La sintesis de ADN es daﬁada Yy en menor-—
grado son inhibidas la sintesis de ARN y proteinas.

Cisplatino. T¢ene bLmlllLudeS con agentes dlqullanLes—
y metales pesados. Inhlbe 1a sinte51s de ADN por formacibn
de enlaces cruzados intracadenas y extracadenas de ADN y -
desnaturaliza la doble h&lice. No es fase-especifico del ci
clo celular.

5-Fluorouracilo. Es un antimetabolito pirimidico gue -
bloguea la reaccidn de metilacibn del &cido dioxiuridico in
terfiriendo con la sintesis de ADN. Tambi&n se incorpora al
ARN e interfiere con su funcibn.

Metotrexate. Es un amtimetabolito que inhibe la conver




35

si6n de 5cido £6lico en &cido tetrahjdrofilico por unidn a

la enzima dehldrofolato reductasa-_ Esto inhibe la sintesis

s, son esenclalcs para la -

tua en la f

Mitoml lna“C' Un antlb16t100 antltumoral que actua co-

mo agente alqullante e. 1nh1be 1a SLnte51s de ADN 'y ARN. Cau

sa entrecruzamlento de ADN proporc10nal a su contenido de -

guanina y,q1tos;qa. No es fase~especifico del ciclo celular.

Vinblastina y Vincristina. Derivados alcaloide§ que -
causan detencién en metafase por unién con las prbteinés‘de
los microtubulos utilizados para la formac16n del hnso m1t6
tico. Ademds, puede inhibir el transporte de urldlna y sin—

tesis de proteinas, ADN b4 ARN Es fase-especiflco con actl—

vidad principalmente en 1as fases M y S{"'

Pruebas de quimiosénsib'l da

Aunque el incremento en el éx;to del so de qulmlotera——

pia sobre el céncer es regl, las caracteristxcas fisiolBgi-
cas de los humanos y sﬁs.tumorES varian tan ampliamente que
no es sorprendente que la sensibilidad de tumores hacia lias
drogas quimioterapefiticas tambi&n varie, afin dentro de tumo
res aparentemente idénticos fenotipicamente (78).

La mayoria de los tumores constan de una_poblacifn heteroge

nea de c€lulas madre del tumor (las cuales poseen una habi-
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lidad proliferativa extensiva, sino es que indefinida) y -

otras ce]ulas que muestran poca o ninguna actividad prolife

rativa. Probablemente’representan estados nis dlferenCLados

o poblaclones_gefétlcamente esterlles (78). Adem&s del uso

de anlmales par ‘a 1nvestlgac15n de agentes quimioterapel-—
ticos efectlvos contra el céncer cque tienen grandes proble-
mas de costq;,espac1o y cuidado, los resultados no 51empref
son paralelos‘con ios resultados obtenidos clinicamente ——
(79,80) . Claramente una indicacifn del posible espectro de
sensibilidad de una poblacidn celular de un tumor humano es
pecifico, hacia ciertos agentes antitumorales podria ayudar
a decidir el tratamiento quimioterapefitico requerido.

Un objetivo importante en la investigacifn en c&ncer ha

sido el de desarrollar t&cnicas simples para predecir la -
sengibilidad de c@nceres humanos hacia diferentes drogas.
Para este £in, muchos investigadores han intentado estable-
cer sistemas in vitro para el anSlisis de_poblaéionesrcelu~
lares del tumor y, en particular,rlarrespﬁeSEa de ias célu-—
las tumorales de pacientes individuales a:la‘variedad de -
agentes quimioterapefticos disponibles (81,82,83,84,85).
Es recomendable tomar en cuenta éiertcs criterios: la prue-
ba debe distinguir entre la proliferacién de células norma-
les y tumorales y los resultados-néeesitan obtenerse lo su-
ficientemente rapido para permitir a ios clinicos utilizar

los datos. Dicho m&todo no tomard en cuenta diferencias en
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el cambio del hu&sped y eficiencia de destoxificacibn para-
la droga, acumulacifn especifica en el tejido, efectos de -
actividad inmunosupresora y muchos otros‘parémetros asocia~
dos con el huésped, pero dichas pruebas in vitro deberfan -
al menos dar una indicacifn inicial de efectividad relativa
‘contra una poblacifn celular de tumor humano egpecifico (78).
El mayoxr problema de la eficacia de los sistemds in vitro
para determinar la respuesta del tumor a las drogas guimio-
terapefiticas, ha sido la baja eficiencia de crecimiento ob-
servada en ﬁuchas_células'tumbrales (86,87, 88). En consecuen
cia varios mé&todos Ae cultivo de tejidos en;@ed;o liquido -
han sido usados desde los cinéuenﬁaé péia énéaya: el efecto
de drogas sobre cé&lulas néfﬁalesiQQng6piééicés'y févbfecer
la proliferacibn celular (89;56‘. E§£6§;é§tddios haﬁ‘sido -
realizados principalmente sbbre linéa§ Celularesrya estable
cidas, tales como las HeLa y la 72J. ﬁagle y Foley (90) en-—
contraron que las drogas que son citot8xicas bajo concentra

7 g/ml son también activas contra tumores -

cifn de 1 X 10
in vivo. Por otro lado,se han obtenido resultados interesan
tes midiendo la inﬁibicién por diferentes agentes antineo--—
plédsicos de la proliferacifn celular en lineas celulares de
tumores ya establecidas (91,92). Sin embargo, el estableci-
miento de lineas celulares tumorales requiere de un largo -

periodo de adaptacibén, y cuando finalmente se realizan los

experimentos, las células por lo general han experimentado
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muchos cambios en sus caracteristicas originales (93,94).
Otro sxstema de pruebas in vitro gque geners con51derable

entusiasmo fue el ideado en 1977 por Hamburguer y Salmon (85).

Teorlcamente'este s;stema llamado "ensayo clonogénlco" pro-
vee la atractlva p051bllldad de desarrollar quunloterapla -
para pacientes individuales y se basa en el efecto de agen—
tes quimioterapefiticos sobre céluias formadoras dé colonias
en agar blando a partir de cé&lulas tumorales derivadas di——
rectamente de biopsias. $Sin embargo, tiene varias fallas,-
principalmente asociadas con la disgregacifn enzimftica del
tumor en cé&lulas solas, y la imposibilidad, en muchos casos,
para hacerlas proliferar en medio semisSlido (87,96)..- Otros
ensayos se basan en cambios morfoldgicos o bioquimiéos~des4
pués de gque las cé&lulas han sido expuestas a drogésfy,algu—f
nos mas han utilizado precursores radjicactivos para’medir~—’
cambios en el metabolismo celular (97,98). Sln embargo, a -
la fecha neo hay ‘una tecnlca confiable para estos flnes. 7
Tomande en cuenta que -las ce;ulas tumorales cultivadas -
en medios liguidos presentan una alta eficiencia de prolife
racifén celular, en este trabajo se cultivaron diferentes -
biopsias de varios carcinomas de cabeza y cuello en medio -
iiquido, para evaluar la inhibicifn a la proliferacifn celu
lar causada por diferentes agentes antineoplisicos, contri-
buyendo de esta forma al establecimiento de una técnica que

en el futuro podria ser Gtil para prediccicnes individuales
de drogas anticancerosas.



METODOLOGTIA

Condiciones'de*Cultivo,

El medlo ‘de cultlvo quekfue utilizado es con001do como -
Medlo Mlnlmo Esenc1al de Eagle o Medio: de Eagle (ME) (Micro
lab, Mex,,}D.F.) (Apéndice I) (99),rsuplementado con_zq% de
suero fetal de bovino (SFB) (Microlab, Mex., D.F.f, previa-
mente desactivado a 56°C en bafio de agua durante 30 min. A
ééte.medio se le adicionaron tanto 100 U/ml de pEniciIinarG
(sigma Chem Co., USA.), como 100 pg/ml de estreptomicina -
(Sigma Chem Co., USA.) como medida preventiva para una posi
ble contaminacién-bacteridna, asi como 3.7 g/1 de Hicarbonaf
to (J.T. Baker, Mé&xico) para mantener mediante el co, de 1a
atmésfera un pH fisiolbgico en los cultivos,

Para - dar las mejores condiciones al cultivo, fue utilizadé

una incubszdora de ‘bidxido de carbono, 1la cual tenia.-una tem

peraﬁuféwééhéféh£e dé'379C"céﬁqhumédéd a'ééfﬁfﬁéiéﬁiyﬁahéf;

atmbsfera de:lo%,de bidxido de carbono en_aire.(loo).:‘

Obtencitn de las biopsias

Las biopsias de neoplisias malignas fueron obtenidas cuan
do se practichd la cirugla a los pacientes en el Hospital de
oncologia del Centro Medico Nacional, IMSS. La muestra fue
tomada dentro del guir&fano y se depositd en un tubo de plas

tico conteniendo 15 ml de medio de cultivo con 10% de SFB.
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Posterlormente, la muestra se colocS en una hielera para ser

transportada al Laboratorlo de leerenc1ac16n Celular y,Cén

br6) siempre-dentro de Ias,dqée;horaéfdespués*dé?su“bb én—-

cibn.”

Sembrado de la-biopsia  (M&tods de adherencia'pbr'cdhféétow

La biopsia fue colccada en una caja Petri y se le disec-—
cioné.éfeas de degeneracibn y necrosis. Se lavd por inmer—-—
sién en éolucién salina amortiguadora de fosfatos (SAF)(@Apén
dice II). Posteriormente el tejido se cortd con tijeras de-
punta fina en pequefias porciones de aproximadamente 1 mm3,—
colocé&ndose 9 porciones de tejido en cada caja de cultivo -
de 60 X 15 mm (Lux Scientific Corporation, USA.) dej&ndose
secar. al aire durante 15 min (8sto se hizo con el f£in de gue
el tejido se adhiriera al sustrato de cultivo), despu&s de-
lo qualﬂﬁerlgrégrggaron 5 ml de.medioc-de cultivolenfférmaf—'

cuidadosa, para evitar el despreﬁdiﬁiehto de los trozos:.(lol.

Prueba de quimiosensibilidad -

ult vando los

La prueba de quimiosensibilidathehrealiZS

tlneopléslcos-

explantes en presencia de dlverSOSVagente
Actinomicina D (Slgma Chem Co.,*u" ina (Adria--

blastina, Parmltalla Carlo Erba, Bleomiciha (Bla—-

noxan, Bristol Labs;, US Platlnol Bristol-

Labs., USsa.), S-Fluorourac;lo (S-FU Roche, Méx1co), Metotre
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xate (Lederle Labs., USA.), Mitomicina c (Sigma Chem Co., —

USA. ), Vlnblastlna (Ell Lllly and Co., USA ) 5 Vlncr1st1na-

(slgma chem Co‘,/USA D% empleando concentrac1ones de

1.0 y lo: 0 Pglml una vez gue ‘la blOpSla fu

control se sembraron cultlvos a los que no se- les_
ningtin agente quimlco. La selecc;&n de” determlnados agentes
antineoplisicos para cada tumor se basé;en los protocolos -
hospitalarios de tratamiento, y el nGmero de ellos ‘en el té
mafio de la biopsia obtenida y se procédié‘a su cultiﬁo}

Los cultivos fueron revisados cadé tercei dia al midfés—
copio invertido, para observarvla superficie que ocupaban -
las c&lulas. Al finalizar el pericodo de incubacifn (el tiem
po de incubacifn dependif de la rapidez de proliferacibnl,—
se procedif a tefiir el Area ocupada por los explantes median
te la técnica de May-Greenwald-Giemsa: se desechbf el medio
de cultive y se "lavaron" las cé&lulas 3 veces con SAF, me-—

diante la adicifin de 3 ml y una ligera agitacifn. A conti-

nuacién fueron fijadas cﬁn una solucibn saturada de May
Greenwald (Harleco Div. de ASH, Méxice), en alcohol metili-
co purc durante dos min. Bl t&rmino de este tiempo, las cé&—
lulas adheridas a la caja de cultivo fueron lavadas con -
agua destilada agregdndoseles posteriormente una solucibn -
de Giemsa (Sigma de México, Mé&xico), al 10% en agua bidesti

lada durante 10 min (102,103,104). Los cultivos fueron siem

pre sembrados por duplicado y para evaluar el efecto inhibi
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dor de los agentes quimicos se midio ¢on un vernier bajo el
microscopio estereoscpico. el drea de proliferacidén celulax

oeupada'pdr’ias‘céiﬁlas tanto

en_ ausencia ‘como en’ presencia

de los diferente

‘Datos-clinicos

son: tamafio del tumor, tiempo de evolucién, siti

diagnbstico histopatoldgico, edad y sexo.



RESULTADOS

Se hicieron cultlvos celulares in vitro en ncdlo liquido

a partir-de dlstlntas blOpSlasrprocedentes de pac1entes con

tumores de: cabeza y cuello presenCLa de varlos agentes -

’antlneopla51cos. En la prlmer serle de expcrlmcntos se cul

tivaron B"Eiopéias y,SE‘evalua;la_capac1dad 1nh1b1tor1a'sc—
bre los explantes reéﬁlﬁaggés. EL néme:o de farmggosrutili—
zados dependid de la cantidad de tejido fumora;raispopible
tratando de utilizar principaimente:lbs agentés més\qémun—
mente usados en el tratamiento de dichas»ﬁeoplaéias. Las dis
tintas biopsias fueron mantenidas é&n éﬁlti&o de 5 a-l8.dias
dependiendo de la rapidez de proliferacién de cada explante.
El explante mis ridpido greci& en s8lo 5 dias, mientras que
otros duraron hasta 17 y 18 dias en cultivo. En tres ocasié
nes los cultivos se detuvieron cuando se empezd a desarro-
llar una contaminacién despu&s de 6, 1l y 13 dias. En los
demds explantes la proliferacidn fue muy lenta y los culti-
vos se detuvieron después de 15, 17 y 18 dias, ya que las -
células solo cubrian aproximadamente 20% del sustrato de cul
tivo. Con el propGsito de tener un valor promedio de velo-
cidad de proliferacibfn celular de los explantes individuales,
dividimos el Area cubierta por las c&lulas entre el nfimero
de dlas gue se cultivaron las biopsias. Esta tasa de proli-

feracibn celular (TPC) varid de 12 mmz/dia para el explante
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de proliferacidn mfs lento hasta de 158~mm2/dia para - el mis

répido:(Tabla 1).

Enﬁgeﬁé&dl) no’se’ enCOntr5 correlaclén entre la TPC y-al
gunos datos cli ;~sexo,_etc..(Tabla 1). NcobsA

tante;_gs ln_eresante hacer notar‘que el tumor més agre51vo,

de tamaﬁ ;m&s gLande b4 con tlempo de evoluclén més corto tu
vo la tasa de prol;ferac;én mas alta en cultlvo delSan /dla
mlentras que el tumor menos agres;vo, ‘con el tlenpo de evo-

luc15n m&s largo, tuvo la segunda. Tpc més pequeﬂa en culti-

vo de sélo 12 mmz/dia.,

Inhibicifn de la proliferacibn celular de explantes cul-

tivados en medio ligquido por diferentes agentes artineo-

plésicos

Para poder evaluar 1afiﬁhibici5n'causada por‘diferentes
drogas antineopl&sicas sobfeila proliféraci6n del explante
in vitre, se cultivaron las' diferentes biopsias en presencia
de Actinomicina D, Adriéﬁiéihéf;sleomicina, Cisplatino,5-Fluo
rouracil, Metotrexate, Mitomicina C, Vinblastina y Vvincris-
tina a c¢oncentraciones de 0.1, 1.0 y 10.0 Pq/ml durante el
mismo periodo de tiempo que los cultivos sin f&rmaco (contro
les). El porcentaje de inhibicibn se calculd como el radio
de Area cubierta por el cultivo inhibido sobre el &rea cu-
bierta por el no inhibido, multiplicado por 100.

En general todos los explantes fueron inhibidos en forma

diférente cuando se uso la concentracif6n de 0.1 Pg/ml de los
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distintos farmacos (fig. 1). Esta varlabllldad en la sensi-

bllldad fue muy marcada en el explante 2 envel-cual Metotre

Xate 1nh1b16 72% la prollferac15’ celular'mlentras que Vln-

cristina 5510 10% Algo 1gua1mente'notorlo ocurr16 en elex

plante 8 donde Metotrexate 1nh1'f _610 35% 1a prollferamﬁn

‘en tanto .que  5-FU. més del 80% Adem&s encontramos que no -

todos los’”explantes tienen- la misma 1nh1b1c15n ante los far
macos, observamos que el explante 1 fue muy sensible a los
distintos farmacos empleados con mds de 70% de inhibicién,—
en tanto que el explante 4 de s6lo 25%, a pesar de ser el
de proliferacifn mi&s ripida, ya qgue s6lo en 5 dias de culti

vo las cé@lulas proliferantes cubrieron 854 mm 2

del plato de _
cultivoe o sea una TPC de 158 mmz/dia.- En general en nues-
tros resultados no hubo una rélacién muy directa entre la -
velocidad de proliferacifn de los explantes, y el efecto que
tuvieron ios fariwaccs. Sin ambarge, la cfectividad de Meto
trexate estuvo asociada a la TPC, puesto que fue mas efecti
vo en los explantes de crecimiento r&pido con TPC de 107,28
y 24 mmz/dia y menos efectivo en los dos explantes de proli
feracibn més lenta‘con TPC de 12 mmz/dia. Por el contrario,
Bleomicina tuvo mayor poder inhibidor en los explantes de -
crecimiento lento con TPC de 12, 14 y 16 mmz/dia que en los
explantes de TPcralta de 24 y 107 mmz/dia. Vale la pena ha

cer notar gque algunos f8rmacos que no se utilizaron en todos

los casos resultaron muy activos, tal es el caso de 5-FU que
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fue el agente mi&s efectivo inhibiendo 85% la proliferaci&n-—
celular (explante l v 8). Por {iltimo Adriamicina y Vinblas-

tina . 1nh1b1eron més de 50% (explante 5), Vincristina -(explan

te 2), Mltomlclna C (explante 2) y Actinomicina D (explan--

te 4).no fueron muy efectlvos a pesar de que los explantes-

Metotrexate se encontr6 una relac16n entre - SU Y efﬂ

dor y-la TPC, ya que este fErmaco fue mis efect1v§ £hhib1é2
do los explantes de crecimiento fépido con TPC de 107, éé‘y
24 mmz/dia que los explantes de'proliferaciﬁn lenta con TPC
de 12 y 14 mmz/dia. vale la pena hacer notar que en los ex
plantes en donde Metotrekate fue poco inhibidor (explantes-
6 y 8), los otros firmacos.empleados fueron muy efectivos, -
llegando a 95 y 97% de inhibicién por Bleomicina y 5-FU en

el explante 8. En la mayoria de los explantes los firmacos
fueron altamente inhibidores (mds del 70%) a excepcibn de -
Metotrexate en los casos ya descritos, y de Mitomicina C y-
cisplatino para el explante 4 (con menos de 30% de inhibi-

cidén). Cabe hacer notar que en este alto explante (fig. 2}
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el tercer farmaco empleado (Actinomicina D) fue altamente -
inhibitorio (90%). ‘Estos resultados confirman una vez mis-—

la gran heterogeneldad de sens;bllldad que tienen los: explan

tes para ser 1nh1b1dos por dlferentes fadrmacos.

En general al emplear la concentracifn de 10.0 pg/ml‘de—

‘los dlStlntOS f&rmacos (£ig. 3), los explantes fueronu

bldOS més ‘del - 80%" excepto en los explantes 4 y 6 en loskc
1es se present6 una alta resistencia a los efectos 1nh1bldo.
res de Mitomicina C (menos del 70%) y Metotrexate - (menos:=—~
de 61%) respectivamente. Nuevamente encontramos que cada é&
plante tenia un patrdn de inhibicibn caracteristico diferen
te al de los demds, va que en algunos casos, como en el ex-
plénte 1, la inhibicifn a la proliferacibn fue muy potente-
con los tres firmacos utilizados (Cisplatino, Bleomicina y-
5-FU) con valor de mas del 97%, mientras que en otro caso,-
la inhibicibén fue mucho menor, de menos del 85% (Metotrexa-
te, Adriamicina y Vincristina). Por otro lado, en general-
Metotrexate fue el inhibidor menos efectivo en los explantgs
que se utiliz6. Finalmente se observd gque Bleomicina junto
con Cisplatino fueron los inhibidores mis efectivos con 99%
de inhibicifn (explantes 1, 2 y 8). A esta alta concentra--
ciftn el efecto inhibidor de los distintos f8rmacos no estu-
'vo asociado a la TPC.

Puesto que en nuestros experimentos obtuvimos una gran -

diferencia en la sensibilidad de los explantes a ser inhibi
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dos en su proliferacibn por distintos f£&rmacos y una alta -

e£1c1enc1a en el creclmlento de estos al cultlvarlos en me-—

dio liqu”d

conslderamos que contébamos éon un ensayo . Gtil-

para Y ebas e'quxmlosenslbll dad-ln v1tro. En consecuen—

cia decldlmos cultlvar 5‘b10951as més para evaluar nuevamen

te la- capac1dad 1nh1 lt 1a de agentes antineoplisicos, en

ond:.c:.ones mas un:.formes. Para ‘ello se utilizaron sélo wes
férmacos:'B;eom1c1na, Clsplatino y Metotrexate, ya que fue-
ron inhibidores muy potentes de la proliferacibn celular en
nuestros ensayos anteriores y por ser los agentes antineé——
plasicos ¢ue mejores resultados han dado en la quimioterapia
de pacientes con carcinomas de cabeza y cuello. Las distin-
tas biopsias fueron mantenidas en cultivo de 27 a 45 dias.

En dos casos la proliferaci6n fue detenida cuando las c&lu-
las cubrieron aproximadamente el 70% del sustrato de la ca-
ja de cultivo (1300 mmz) (Tabkla 2). iEh dos ocasiones mis -
los cultivos se detuvieron cuando séiémpeZG a desarrollar -
una contaminacibn con hongos a los 35'y 4% dias (explante 1
y 3). Y como en general los explantes crecieron lentamente,
en uno la proliferacién se detuvo despu@s de 45 dias ycuan-
do las cé&lulas cubrian aproximadamente el 50% del sustrato

de cultivo. Nuevamente, calculamos la TPC y &sta varid de -
6 mmz/dia para el explante de proliferacifn més lenta, has-

ta 48 mmz/dia para el m&s ripido (Tabla 2). Al igual gue -

en los ensayos anteriores, no encontramos ninguna correla--
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cién entre la TPC y los datos clinicos (Tabla 2). Sin embar

go, es 1nLeresante hacer notar que el tumo‘ menos agre51vo-

y con un tlempo ae evoluc16n largo 'o la TPC mas pequena

en cultlvo (6 mm /dia), mmentras q"'el tumor m&s grande -

dio lugar al explante con la:prollferaclén m&s raplda'(48 -

o /dla)

InhlblClGn de. la prollferac;én celular ‘de cxplantes ‘cul—

tivados en medlo liguldo por Bleomicina, C1§plat1no vy -

Metotrexatev

Cuando se.utilizs la concentracifn de 0.1 pg/ml de los -
f8rmacos (fig. 4), los cinco explantes fueron inhibidos en-
forma diferente. El explante 1 fue el mis resistente a los
efectos inhibidores de los tres agentes antineoplidsicos --
(aproximadamente el 503), mientras que'los explantes 3 y 4-
fueron los mds sensibles (m&s del 85%). Ademis, enzéeneral
encontramos variabilidad en la sensibilidad de los explan--
tes ante los diferentes f&rmacos, aunque &sta no fue muy -

.grande. Es interesante notar que Metotrexate y Cisplatino tu
vieron en general una actividad inhibitoria similar y fue-
ron mids efectivos en los explantes de crecimiento répido -—
(TPC de 22, 33 y 48 mm /dla) y menos efectivos en los explan
tes de proliferacibn lenta (TPC de 6 y 12 mm /dla). En con-
secuencia podemos decir que hubo una asociacibn entre la in

hibicibn causada por estos dos firmacos y la TPC de los ex-
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plantes y que este tipo de asociacibn no se observs6 con Bleo
micina. Aunque es amportante menc;onar, que Bleomicina fue-

explante més lento,(explante l) y‘

150

menos efectiv ‘el més répldo (explante 5).~’;

En generﬂl “uando se ut11126 1a concentrac16n de 1 Opg/ml
de 105 tres férmaCOS (flg. 5), los explantes fueron 1nh1b1—
dos méas’ del 90% excepto el explante 1 el cual fue mucho mas
resistente al efecto inhibidor de Metotrexate con s6lo un -
70% de inhibicibn. Al igual que en la concéntracién anterior
cuatro explantes se comportaron en forma diferente ante los
tres f4rmacos al ser inhibidos en proporciones distintas, -
mientras gque en el explante gestante (4) la inhibicién fue
casi igual. No encontramos una claré’asdciacién entre el -
efecto inhibidor de los tres f&rmaédé'y}laé TPC, sin embargo,
es importante sefialar que Metoﬁrexaﬁe fue ﬁuého més efecti=-
vo en el explante con proliferaciéﬁ mis rapida (TPC de éanmg)
que en explante de proliféfééiSnJﬁSSTiéﬁéﬁ-(TPC de Gnﬂadia)
Finalmente, Bleomicina & Cisplatino produjeron una casi to-
tal inhibicifn (99%) en los éxplantes 3 y 5.

En general al utilizar la concentracifén de 10.0 Fg/ml dg
los tres firmacos (fig. 6), los explantes fuerfn inhibidos-—
mas del 95% y s6lo el explante 1 fue mis resistente a los -
efectos inhibidores de Metotrexate y Cisplatino (88 y 91% -
de inhibicifn). TambiBn observamos que unicamente el explan

te 5 tuvo el mismo comportamiento ante los tres firmacos, -
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mientras gue el resto de ios explantes fueron inhibidos de-
manera diferente. Es importante mencionar gue a excepcidn-
del explante 3, Bleomicina y Cisplatino fueron los de mayor
poder inhibidor en dos: explantes (3 y 4) y en los dos'explqg
tes restantes (1 y 2) el mejor ihhibido; fuékﬁ;éqdiéina. =
Metotrexate fue el menos éféc&ivouEd éuétférekpléﬁﬁe;(L214L
Finalmente hay gque notar que el explante con crecxm;ento -

més lento (explante l) fue-el. menos 1nh1bldo por los tres -

f&rmacos, mientras que el explante més r&pldo (explante 5)—

fue el m&s inhibido.



TABLA 1. DATOS CLINICOS DE LOS DIFERENTES TUMORES DE CABEZA Y CUELLO
Y SUS CARACTERISTICAS DE PROLIFERACION IN VITRO

NEmero D Tamanio de Tiempo de Tiempo de Area de
de © . Tipo’de  Tumor. Tumor Evolucidn cultivo Prolifera- - TPC*
Tumor ’ 5 (am)” meses) @ias) SO0 emd) . gimP/asa)
1 T Micoepidermoide 5.0 x 5’-—0 s 15 241 1e
2 ca. épide.:miae 3.0%x4.0 4 1 1176 ‘ 107
3 ca. Ademescamso '2r.bo{x' 3.0 :' 2T T - 403’ -
a / : 7.6}:18;0' : 5 " 7:90 +'158
5 o 13 17% - 14
6 By ‘130 12
7 6 1697 28
8 . i 12

* TPC: Tasa de Proliferaci6n Celular




TABLA 2. DATOS CLINICOS DE LOS DIFERENTES TUMORES DE CABEZA Y CUELLO
Y SUS CARACTERISTICAS DE PROLIFERACION IN VITRO

Nmero Tamafio de Tiempo de Tiempo de Area de

de . Sexo Tumor Evolucidn Cultivo gr]gl}‘ifera- TRC*
Tumor ) (@1as) @) qm%/dia)

1 24 35 206 L6

2 Ca.: Adericideo Quistico 7

3 T. Mucoepidermoide (R I a5 979 S22

4 T, Mucoepidermoide 8. 40 1300" B =

5 Ca. Papilar 760 I 7i 13000 48

* TPC: Tasa de Proliferacifn Celular
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LEYENDA DE FIGURAS

Figura 1 .-
Inh1b1c16n de la proliferacidn celular .in vitro,

causada po;

dlferentes agentes ant;neopl&slc05 en ocho biop

sias proced tes de tumores de cabeza ' cuello a una concen

.tracidén de 0 :pg/ml Las barras representan el porcentaje

de prol;ferac;én celular para cada farmaco ‘con: respecto al

-1nh1b1do. La tasa de prollferacxén celular-se lo
cal;za ‘en losrparénteSLS de la parte superlor de 1as barras.

Figura 2 T .
'xInhLblCLGH de la proliferacidn celulaxr in vitro,

causada por -diferentes agentes ant1neop1551cos en-ocho biop
sias procedentes de tumores de cabeza y cueilo, a una corcen
traéiéh,déLi.o*pg/hl. Las barras representan el porcentaje
de proliférécién celulér para cada f&rmaco .con reséécto al

cultivo no'inhibido La tasa de proliferacién celular se lo

caliza en los parentesms de la parte superlor de las barras

Figura -3 j;l i e E :_,';',”f
Inhibicién de la proliferacién celular in vitro,

causada por diferentes agentes antineoplfsicos en ocho biop
sias procedentes de tumores de cabeza y cuello, a una concen
tracibn de 10 pg/ml. Las barras representan el porcentaje
de proliferacifn celular para cada £&8rmaco con respecto al
cultivo no inhibido. La tasa de proliferacidn celula; se lo
caliza en los paréntesis de la parte superior de las barras.

Figura 4 .-
Inhibicidén de la proliferacifbn celular in vitro,

causada por diferentes agentes antineopl&sicos en cinco hiop
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sias procedentes de tumores de cabeza y cuello, a una comncen

trac15n de 0 1 Pg/ml Las barras representan el porcentaje

Inh1’Lc16nrde la prollferac;én celular in v1tro,

causad‘:por dlferentes agentes antln&OpléSlCOS en’ clnco blOp

‘edentes de: tumores de cabeza y cuello, ‘a una.concen

trac16 de 1%:0: Pg/ml. Las barras representan el porcentaje

de prol;ferac;én ‘celular para cada fdrmaco con respecto al
cultlvo no 1nh1b1do. La tasa de prollferaC16n celular~se lo
callza ‘en ‘los’ parentesxs de la parte superior de las barra&

Flgura 6 a— .- -
Inhibicion de la proliferacifn celular in vitro,

causada por diferentes agentes antineoplisicos en cinco biop
sias procedentes de tuﬁores de cabeza y cuello, a una concen
tracidn de 10 jug/ml. Las_bar;as representan el porcentaje
de proliféracién celular para cada farmaco con respecto al
cultivo no inhibido. La tasa de proliferacifn celular se';g

caliza en los paré&ntesis de la parte superior de las barras.



DISCUSION

La quimioterapia del céncer ha mejorado substanc1almente

de tumores mallgnos a- los agentes c1tlst§tlcos. Sln

no se ha logrado atin la selecc16n de una qulmloterapla efec

tiva para pacientes individuales (105,106,107, 108){ Se ha -
generado entusiasmo considerable por el desarrollo de técn1
cas para el crecimiento de colonias en:agaf‘suave a partlr

de c&lulas de tumor humano derivados directémente de;biop-

sias. Tebricamente, este sistema proporciona una atractiva

posibilidad de desarrollar una quimioterapia para pacientes
individuales. Sin embargo, ciertos tipos de tumores son de-
finitivamente mis dificiles de manejar que otros en agar se
misBlido y ademds se observa una proliferacifn inadecuada -
in vitro que dificulta la evaluacifn de al menos, 60 0 70%

de los casos evaluados (85,87). Entre los problemas técni-—

cos asociados con el ensayo clonogénico se pueden sehalar -
dos: 1) La dificultad de disgregacidn de los tumores s&lidos
2) Las bajas efjciencias de clonacifn experimentadas con la
técnica de agar suave(86,88). Por otro lado, se han utiiizg
do métodos de cultivo en medios liquidos, desde 1956 para -
ensayar el efecto de drogas sobre c&lulas normales y neopla

sicas. Estos estudios se han realizado en lineas celulares
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va est&blecidas tales como las Hela y la cepa L, pero los -
resultados obtenidos no son muy confiables debido a gue las
c&lulas han sufrido camblos o transformac;ones .al estar en

cultxvo por largos periodos (89 90 101). En el presente tra

bajo mostramos que 1os cultlvos en: medlo liqu;do ‘de tejldos

primarios provenlentes de tumor,,tamblén pueden ser Gtiles

en la evaluac;on'de“la qulmlosensivilidad in vitro. Al cul-
tivar directamente biopsias procedentes de distintos tumores
de cabeza y cuello obtuvimos una alta eficiencia de proiifé

racibn celular, lo que representa cierta ventaja sobre los

ensayos en agar blando. Ademfs como trabajamos dlrectamente

con biopsias de tumor sin necesidad de disgregar en21m5t1ca

mente el tejido, creemos haber evitado un posible danokcelg

lar (93,110). Por Qltimo, la evaluacidn del efecto inhibidor

de los farmacos sobre los cultivos primarios en un periodo

de tiempo relativamente corto, evita los cambios celulares

encontrados en lineas establecidas.
Para dearrollar el trabajo, escogimos el cancer de cabe-
za y cuello, debido a que ha aumentado su frecuencia de apa

ricibn en los iltimos afos, y por ser particularmente rxesis

tente a la quimioterapia (111,112). Este aumento en frecuen
cia puede ser consecuencia del incremento de sustancias can
cerigenas que se consumén en productos elaborados, alcohol

y tabaco (113,114), mientras gue la resistencia a la gquimio
terapia puede deberse al hecho de ser un cédncer de crecimien

to lento. Por otra parte la eleccion de los f&rmacos anti-
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neoplésices en pacientes con estos padechnientos es muy cri

titica, ya que el estado nutrlc10nal de los pac;entes se en

cuentra por l general muy de£1c1ente (111)

CreemOS observados en

las gréflcas pueden conf rmar--las: nunerosas: observac1ones -

clinicas, -en: 1as cuale o;un amply:rango de -

respuesta a tratamlentOS a tiédlaféé’ iﬁn entre pac1entes

con cancer de tlpo hlstoléglco 1déntlco (78 84). Tamblen es

muy importante’ hacer notar que .n nuestros resultados, la -

respuesta inhibitoria dentrorde un 'mismo explante varlé ante
los distintos fArmacos (figs. 1,2,4,5). Por lo tanto pode—
mos decir que tenemos indicios de gue la efectividad de la
terapia c¢itotbxica varia de tumor a tumor.

Se sabe gque la accidn citotbxica de un nfimero de drogas
gue son utilizadas en guimioterapia depende de la tasa de -
divisibn celular, esto es, mientras més répi&o se dividen -
las células mas r&@pido son inhibidas (73,75). Sin embargo,-—
este concepto no fue compfobado por.ﬁﬁégtréé exéerimentos,
ya gue no hubo una relacibn directa entre la TPC de los ex-
plantes y el efecto inhibidor gue tuviercn los firmacos.

A nuestro juicio, esta relacibn pudo haber sido alterada -
porgque al calcular la TPC tomamos en cuenta los dias que -
tardaron las biopsias en adaptarse a las nuevas condiciones
de cultivo, y cada biopsia tuvo diferentes tiempos de adap-~
tacibn, algunas tardaron dos o tres dias mientras gue otras

hasta semanas. Una vez adaptadas las biopsias al ambiente -
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de cultivo in vitro empiezan a proliferar. Seria interesante

que en futuros experlmentos se c lculara la TEC con31deran—

do a partir:del dia en qu prollfera016n celular.

Se ObseLV6 que 105 éxplantes: celula es provenlen tes.de -

los dlferent s
plia var1ac16n el
cinceres del mlsmo thO hlstoldglco_ Esto tal vez

al grado de mallgnldad o dlferenclac15n de cada neopla51a 04

a las caracteristicas biolbgicas particulares de;cada une -
de los pacientes. En consecuencia, estos-resﬁltédos’éuéié—

ren gue es necesario efectuar pruebas de'quimiosensibilidad

.

in vitro para pacientes individuales.

El hecho de que en nuestros resultados hayamos encontrado -
que los explantes con proliferacibén lenta correspondieron -
al tumor con el tiempo de evolucibn m&s largo, y el tumor -
mis grande correspondib al explante con proliferacibn mis -—
r&pida, nos da una indicacibn de que la poblacidn celular -
de los explantes es de origen maligno, ya que el comporta -

miento celular fue similar tanto in vivo como in vitro.

Ademés, la amplia variacidbn en la tasa de proliferacibn ce-
lular de los distintos explantes apoya €l hecho de que tra-
bajamos con células malignas, ya gue en general la tasa de
divisi6n celular de tejidos normales sigue un cierto patréSn
de proliferacibén celular en un mismeo tipo histolOgico.

Como se puede observar en los resultados, en general no

encontramos ninguna correlacifn entre la tasa de prolifera-
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cibn de los explantes y los datos clinicos tales como‘edad,

tiempo de

evoluc;én, tlpo histol6gico.y sexo. Pero hay que
mencionar_“:b » :

se obtieh:
te por ei;

hasta que este as grande y doloroso, .0: 51mp1ement o] rque -

luci6n del tumor podria ocultar cualquler corre1a016n ex;s-
tente entre la TPC y la agresividad del tumor. Es necesarlo
tratar de obtener datos mis precisos acerca-del t;emPO'de -
evolucibn en futuros trabajos mediante~inve$tigaéiones m&s
profundas en la interrogacibn y segﬁimiegﬁovde‘ios pacientes,
para poder mejorar este punto.. .

Por otro lado, notamos’ que ios patrones de inhibici6bn -

dentro de un mismo explante cambla'on en su mayoria al au-

mentar las concentracxones de »s dlferentes firmacos. Pen-—
samos que esto se puede atrlbulr a la farmacodinadmica de ca
da droga, ya gue €n genera;;los farmacos que utilizamos tie
nen mecanismos de accién distintcs y un origen diverso {(an-
tibi6ticos, alcaloides, antimetabolitos y alquilantes), ade
mas cada droga tiene un potencial caracteristico, esto es,

la concentracidn a la cual son mis activas (115). A pesar -

de gque los explantes se comportaron de manera diferente en

en nuestros experimentos, hubo ciertas tendencias que en ge
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neral se conservaron. Con dosis baja e intermcdia, Bleomici
na tuvo mayor poder inhibidor en los explantes dec crecimien
to lento,y por el contrario fue menos activo en los explan-
tes de crec;mlento répldo. Tambi&n observamos qﬁe lietotre-

xatefue més aCthO al 1nh1b1r los explantes de prollferac16n
.répida, mientras que fue mengs efectivo en los lentos. Lo -
anterior nos induce a pensér:qﬁg‘hai agentes antineoplisi-

cos gue son buenos inhibidorésvpara ioé explantes de proli-
feracibn lenta Y otros para los de proliferacidén répida, ya

que existen prlnc1palmente dos tlpOs de agentes 01t0t6x1cos

los fase espec;flcos Y los clclo dependientes o no fase es—

peciflcos. Asi mlsmo,vy s que los mejores lnhlbldores pa—

ra los explantes de prollferac16n rﬁplda fueron lo‘
para los de prollferac16n lenta y v;ceversa. si las drogas
que son activas in vitro resultan se: actlyas ‘in v1vo, en-
tonces en este trabajo se ha desarrollado un ensayo que pue
de contribuir al mejoramiento de la selecci6bn de agentes -
antineopldsicos para el tratamiento de pacientes individua-
les, ayudando de esta manera a evitar exposiciones innecesa
rias de ‘drogas inefectivas. Opyimamente vemos la posibili-
dad de predecir la respuesta del tumor individual a los agen
tes guimioterapefiticos especificos, ademds mediante este en
‘'sayo se podria evaluar la actividad de nuevos agentes anti-
neoplésicos.

Finalmente, pensamos que este sistema de pruebas en medio -

liquido ofrece la promesa de facilitar la seleccibn de una
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droga para la quimioterapia del cancer ya que estas condi-
ciones de cultivo proveen un ambiente favorable para la prgo
liferacifn celular permitiendo de esta manera evaluar el -
efecto inhibidor de los f&rmacos antineoplidsicos. Evidente-
mente, es necegario hacer muchas prusbas extensivas de un
amplio expectro de tumores, antes de que se pueda estable-—

cer la eficiencia del ensayo.



CONCLUSIONES.

distintﬁs:expiahteé, tuvo diféiénte:cbmpérthmiende"

Cada. uno de los explantes preéentéruﬁ,patrégfdé;inhibi}
cifn por fiarmacos antineoélésiCOS-éérécteriéﬁlcé??;aifg
rente al de los demés. . :
L.a respuesta inhibitoria dentro de un mismo explénte ex
plante varif ante los diferentes f&rmacos.

Hay agentes antineopldsicos gque al parecer son buenos -~
inhibidores para los egplantes de proliferaciSn lenta y
otros para los de proliferacifn r&pida.

Es necesario hacer pruebas de guimiosensibilidad en pa-—

cientes individuales, ya que cada individuo es biol6gi-

- camente distinto a los demis y cada paciente responde -

de manera diferente a la quimioterapia afin en canceres
del mismo tipo histol&gico.

Este sistema de pruebas en medio liquido ofrece la pro
mesa de facilitar la seleccifn de una droga para la -

quimioterapia del cincer.



A PENDTICE I

Me@ioTMinimoiEsencial,deLEagle

ra mantener a” los cultivos celu-

lares en-condic ales in vitro. El "medio esta cons:

tituidcfde los.s gpienté5f¢ompanéntes quimicos;'

AMINOACTIDOS: 'CONCENTRACION

. mern)

L-arginina
L~cistina
L—gluﬁamina

Glicina

L-histidina HCL.H,0
L-isoleucina :
L-leucina
L-lisina.HCL
IL-metionina
L-fenilalanina
L-serina
.L—treonina
L-triptofano
L-tirosina (sal disBdica)

L-valina



VITAMINAS CONCENTRACION
. (mg/ml)

D~Ca pantotenato o o lalon :
Cloruxo ae colina - o ‘_':::éﬁbfw,r‘””
Acido f£6lico l  7:é>
Inositol ’.:7;2
Nicotinamida : Tl .‘._ f;; ;4;0,;fnf'
Piridoxal. HCL e T‘A;d 
Riboflavina V _Q.4 %
Tiamina 4,0

SALES INORGANICAS
Cloruro de calecio anhidra IR ,"2'00',‘@‘
Nitrato de hierro m'ﬁ;:inr{_idf}tado,l;’, S 0.1
Cloruro de potasio vik; e 'iff; {’ :;40d.bf
Sulfato de magnesio'ahﬁidrb ”  k97{67 "
Cloruro de sodio o Gﬁﬁb;d;,;”
Fosfato monos&dico.mdhoh;dratado'.’ S '.iZS.O

OTROS COMPUESTOS
L-Glucosa 4500.0

Rojo fenol
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- 15.0
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Preparacidén de Medio de Eagle:
Se mide un Vo;umep de agua bidestilada 5% menor al volu-
men dé'médié1£6£ﬂiﬁaéseédo,~uﬁilizando para ello 2 matraces.

3}4f§[iAae1 medio de Eagle en polvo" (Gibco -

Laborétq?id ﬁ;S;A.), agitandose suavementé, se agregan.  =—
3.7 g aéZBiéaigohéto de sodio, 100U/ml de peniciliné-y —_
100’Jg/ﬁl de estreptomicina. Se complementa el volumen de—-—
seado.éon agua bidestilada, se ajusta el pH entre 0.2 y 0.3
menos del que se desea, gue es de 7.2 (8sto se hace con 8ci
do clorhidrico) y se esteriliza por filtracibn con bidxido

de carbono, pasdndolo a través de una membrana.con poro de

0.22}1.



APENDICE 1II

Preparacisn‘dkk rtiﬁuaaorafde;fésfatos'(SAF);

sustancias:

Cloruro:
VFoéfato < SOle monob&sxco
Fosfato de pota51o monob&slc

Cloruro de magnesio

Cloruro de pdtasio——-——_;f;;ff;%‘ g
Una vez disueltas estas sustancias, se ajﬁstéiél 93 a 7.2
con &cido clohidrico y se esteriliza.lg'é;luCiéﬁrpér f;;tgg
cibn en una membrana milipore cuyo potofes‘dé 0.22.p. ;

- SAF sin calcio y sin magnesio;

Se prepara la solucidn ange;lor, pe*o 51n adxcxonar las sa-

les de calcio y magnesio, 51endo su esterlllza 16n por ‘medio

de autoclave.
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