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CELULA EN PROCESO DE APOPTOSIS.

(DUKE, 1996)



INTRODUCCION.

El némero de células de un organismo en desarrollo se encuentra en constante
incremento, mientras que en un adulto, este permanece invariable atin cuando la divisién
celular contintia, este fendmeno se debe a que la division celular se encuentra en
equilibrio dindmico con la muerte celular. Para mantener este equilibrio u homeostasis en
el niimero de células debe existir un mecanismo para su eliminacién. La muerte celular
ocurre en respuesta a traumas o a condiciones toxicas, se le conoce con el nombre de
necrosis y es, en general, la respuesta al estrés en el medio ambiente (Schwartzman
1993). Evidentemente, la necrosis no forma parte del mecanismo para mantener
constante el nimero de célalas en un organismo. En la década de los 70’s se observé un
tipo de muerte celular morfolégicamente distinta a la necrosis, la apoptosis, considerada
como la contraparte de la mitosis (Majno 1995). Durante algin tiempo se vio como una
curiosidad de laboratorio, pero actualmente sabemos que es un mecanismo muy
importante, util en la organogénesis y en la eliminacién ordenada de células indeseables,
que se dispara al presentarse uno o mas estimulos, produce ciertos cambios bioquimicos
que se traducen en cambios morfoldgicos que desencadenan, inevitablemente, la muerte
de la célula. Este mgcam'smo es el responsable de Ia homeostasis de la mayoria de los
tejidos (Schwartzman 1993, Steller 1995).

El cancer es una enfermedad que ha padecido 1a humanidad desde hace milenios y

actualmente es uno de los problemas méas importantes de salud mundial, especialmente en
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paises desarrollados ya que en ellos una de cada cinco personas morira por cancer. Esta
enfermedad se caracteriza por un desequilibrio en la proliferacién v en la diferenciacién
de las células (Hartwell 1994), pues se replican en un niimero mayor a las que mueren, y
a menudo dejan de cumplir con las funciones especificas del tejido, ademas pierden la
dependencia a factores de crecimiento, asi como al anclaje y la inhibicién por contacto,
volviéndose una enfermedad invasiva en la etapa final. (Villa en imprenta)

La manipulacién de la apoptosis se perfila como una posible terapia para el céncer
bajo la esperanza de poder disparar de alguna manera el proceso de muerte celular activa
en las células tumorales sin afectar a las células vecinas sanas, lo cual tendria muitiples
beneficios sobre las terapias convencionales para esta enfermedad como la cirugia, la
radio y quimioterapia.

La apoptosis ha generado gran interés en varios campos de la investigacién
incluyendo a la industria farmacéutica, donde el desarrollo de nuevos productos que
inhiban o induzcan la apoptosis tiene un enorme valor para el tratamiemto de patologias
que se en cuentran relacionadas con su induccién o supresion. En el presente trabajo se
pretende. realizar una revisién acerca de Ia apoptosis como posible terapia para el céncer,
resaltar. la importancia de este fenémeno y sugerir algunas lineas de investigacion sobre

este ca.mpo entre la comunidad universitaria.



1. APOPTOSIS,

E! primer reporte de que las células mueren naturalmente fue elaborado por Carl
Vogt, en 1842, durante un estudio de células cartilaginosas. Posteriormente, August
Weismann lo observa en pupas dipteras en 1864, Se encontraron otros trabajos sobre este
tipo de muerte celular, pero no es sino hasta 18835, cuando Flemming hace la primera
descripcion morfologica clara del fenémeno, durante la regresion de foliculos de ovario
(Clarke 1995). En 1972, Kerr y colaboradores, compararon este tipo de muerte celular con
las observadas en otras diciplinas y concluyeron que en todos los casos se frataba de el
mismo proceso. Elfos llamaron a este tipo de muerte celular apoptosis, palabra tomada
del griego antiguo empleada para la “caida de” los pétalos de las flores (Kerr 1972).

Muchas células animales, y posiblemente todas, tienen la capacidad de
autodestruirse por la activacién de un mecanismo intrinseco de eliminacién celular,
conccido como apoptosis (Steller 1995). Este mecanismo se lleva a cabo de manera
ordenada, en una o varias células dispersas (Williams 1992), de forma asincrénica
(Schwartzman 1993, Williams 1992), espontanea, no aleatoria, atin no siendo tan longevas
para necesitarlo o sin haber suftrido un dafio muy severo (Gerschenson 1992, Steller 1995)
y ocurre en tejidos diferentes bajo condiciones distintas. Se presenta en organismos
multicelulares, participa en eventos basicos como en {a organogénesis para la eliminacién
de células que sélo se requieren por un tiempo limitado, durante la morfogénesis, en la

fusién del paladar y en la separacion de los dedos durante el desarrollo de las
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extremidades (Stewart 1994), en la metamorfosis de insectos y anfibios (Schwartzman

1993), en la diferenciacion sexual, en la formacién del sistema inmunolégico (Williams
1992, Stewart 1994), en la defensa contra celulas potencialmente peligrosas como los
linfocitos auto-reactivos, células infectadas por virus (Steller 1995), en la cicatrizacion
(Desmouliere 1995), entre otros. La apoptosis se ha encontrado en tejidos diferentes, tanto
en sanos como neopldsicos, asi como en adultos (Gerschenson 1992), y embrionarios
(Williams 1992, Fuller 1994, Nagata 1995, Schiffer 1995), y progresa tan rdpidamente que
es muy dificil de observarse (Schwartzman 1993). La muerte ocurre espontineamente en
muchos casos pero también puede ser inducida por agentes fisioldgicos ¢ nocivos (Lodish

1995).

1.1 LA MORFOLOGIA DE LA APOPTOSIS.
La apoptosis presenta las siguientes caracteristicas bioquimicas y morfologicas:

1. El proceso se inicia por la interaccién de un estimulo externo con algun
receptor de membrana o directamente por la produccién de un dafio en la estructura del
DNA (Thompson 1995). X

2. Iniciado ¢l proceso de la apoptosis, posiblemente por una sefial de Ca™*,
se observa ultraestructuralmente la pérdida de las uniones celulares y otras estructuras de

la membrana plasmdtica especializadas, tales como las microvellocidades (Schwartzman

1993).
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3. La célula se arruga por la condensacion del vohimen citoplastnitico

aparentemente asociado con la pérdida de iones del citoplasma (Schwartzman 1993,
Earnshaw 1995). La cromatina entra en picnosis y se compacta en masas grandes y
suaves, que toman formas muy particulares durante este fendémeno, parecidas a medias
lunas, herradura, hoz, barco o flecha. La célula adopta una fuerte envoltura transitoria en
su contomo que evita que se disperse el contenido celular (Ski 1994, Majno 1995).

4. El nicleo se rompe y la célula se fragmenta en varios puntos de los
enlaces de la membrana formando numerosos cuerpos apoptéticos cuyo tamafio esta
directamente relacionado con el de la célula. Comunmente son fagocitados por las células
cercanas. Este hundimiento de las células forma parte del sistema de fagocitos
mononucleares, pero también puede darse normalmente en células epiteliales, endotelio
vascular o células tumorales. Los cuerpos apoptéticos son, aparentemente un gran
estimulo para la fagocitosis por macréfagos (Schwartzman 1993, Desmouliere 1995,
Eamshaw 1995).

5. Hay un nulo o feve hinchamiento de ias mitocondrias y otros organelos
{Majno 1995).

6. El DNA se fragmenta por la accién de una endonucleasa en segmentos
midltiplos de 180-200 pb aproximadamente(de 50 a 300 kilobases) (Schwartzman 1993,

Martin 1993, Anderson 1994, Majno 1995, Steller 1995), Estos fragmentos muestran, en
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una electroforesis en gel de agarosa, un patron tipico, conoeido como escalera
(Gerschenson 1992).

7. El proceso se encuentra bajo controf genético y puede ser iniciado por un
reloj interno o por agentes extracelulares, tales como hormonas, citocinas, células
asesinas y una gran variedad de agentes quimicos, fisicos y virales (Majno 1995).

8. La apoptosis es un proceso sumamente ripido (30-120 min.) lo que
dificulta su observacion en cortes histologicos (Majno 1995). En ocasiones ocurre con un
poco de respuesta inflamatoria, y dependiendo del tejido que se estudie, es necesaria o no
la sintesis de proteinas o RNA, sin embargo, este evenfo siempre requiere de energia
(Martin 1993, Carson 1993, Fuller 1994).

Es importante sefialar que estas caracteristicas fueron ampliamaente documentadas
por Kerr y colaboradores en 1972, y desde entonces han sido minimos los

descubrimientos en el aspecto morfologico, no asi en el bioquimico.

1.2 PROCESO DE LA MUERTE CELULAR VIA APOPTOSIS.

La apoptosis se lleva acabo por medio de la activacion de un programa de
autodestruccién infrinseco de la célula. La maquinaria basica de la apoptosis parece estar
presente siempre en todas las células de mamiferos y también se cree, que estd
estrechamente relacionada on el ciclo celular, pero su activacion se puede dar por sefiales

del interior y del exterior de la célula (Rubin 1993).



1.2.1 EL CICLO CELULAR.

La célula se define como la unidad fundamental, estructural y funcional de los seres
vivos. Se reproduce en una secesion ordenada de eventos que garantizan {a duplicacion
exacta de todos los componentes celulares y su particion en dos células hijas, este
fendmeno se conoce como ciclo de division celular (Martin 1993). El ciclo celular tiene
diferente duracion de un tipo de célula a otra y varia de especie a especie, pero en
escencia es universal. En los organismos unicelulares este ciclo da como resultado la
formacién de un nuevo ser, pero en ¢l caso de los organismos multicelulares es necesario
que este ciclo se repita millones de veces para poder formar un nuevo individuo y en un
ser humano adulto se repite en millones de células cada segundo para mantener su cuerpo
en homeostasis (Duke 1996).

El ciclo celular se divide, para su estudio, en diferentes fases tomando en cuenta
los eventos fisicoquimicos que ocurren en Ja célula, en la mitosis o fase M ocurre el
proceso de division nuclear, y al {inalizar ésta se obtienen dos células hijas con
informacion genética idéntica (Cordon-Cardo 1995). La mitosis dura en promedio cerca
de una horz, o3 decir, solo una pequefia fraccién del tiempo total del ciclo celular. El
periodo que franscuite entre wna mitosis y la siguiente se conoce como Interfase, se
pensaba que era una etapa de reposo celular, pero hoy sabemos que en ella se desarrolla
gran actividad de preparacion para la siguiente divisién celular o para la especializacion

de 1a célula hija. La interfase se compone de tres periodos, primero la fase G, la fase S
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donde ocurre la replicacién del DNA y finalmente la fase G,. Una vez terminada la fase
G, se inicia nuevamente la fase M. Las fases G; y G; proporcionan a la célula tiempo
para duplicar su masa antes de dividirse. Durante la fase Gy la ¢élula monitorea el
ambiente y su propio tamafio y cuando las condiciones son favorables, se inicia el proceso
que lleva a la duplicacion del DNA. En la fase Gz la célula se asegura de que la
replicacién del DNA ha sido terminada correctamente para entrar en mitosis. Las fases
Gs, S, G2 ¥y M, son las subdivisiones tradicionales del ciclo celular (figura 1), pero no
todos los ciclos celulares se rigen por este patron. Cuando las células se encuentran en Gy
y no estan comprometidas a duplicar su DNA, pueden interrumpir su progreso en el
ciclo y entrar en un estado de especializacién o por el contrario, de reposo, llamado Gy en
¢l cual puede permanecer por dias, semanas o afios antes de volver al ciclo de
proliferacion (Alberts 1994).

Las invesatigaciones de muchos cientificos se encaminan a la dilucidacién del
control del ciclo celular, y hoy en dia, se sabe gue las proteinas que regulan este ciclo,
aparecieron hace mas de mil millones de afios y se han conservado a lo largo de la

evolucion en todos los seres vivos (Steller 1995).



FIGURA 1.
LA APOPTOSIS EN EL CICLO CELULAR

H A
/} Gt mmilmmme (G s DIFERENCIACION sy SENESCENCIA
M ]
G 4/
S ¥

——» APOPTOSIS

(Anderson 1994)

El ciclo celular es regulado por un mecanismo bioquimico que opera de manera
ciclica. En él intervienen un grupo de proteinas que inducen y coordinan el “proceso en
casacada” que duplica y divide el contenido celular. Dentro de este grupo de proteinas se
encuentran las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclinas. Las ciclinas se unen y
activan a las cinasas dependientes de ciclinas o cdk (cyclin-depedent kinases), las cuales
fosforilan grupos blanco y de esta manera se activan y regula €l ciclo celular durante sus
fases. Ellas son los controles mas importantes del ciclo celular, impiden que se dispare la
siguiente fase antes de que la anterior finalice, a estos puntos entre dos fases se les
conoce como “puntos criticos” (Hartwell 1994). En la figura 2 se puede observar que
estos “frenos™ también se encuentran regulados por sefiales del ambiente. Los controles
ambientales actian en el sistema en uno u otro de los dos puntos criticos mds importantes

en el ciclo, uno en Gy, justo antes de entrar en la fase S y otro en G, al entrar en mitosis.
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En muchas células eucariotes, las sefiales que detienen el ciclo celular, lo hacen en el
punto de control de G;. Los eventos externos, tales como la disponibilidad de nutrientes o
factores de crecimiento, influyen en los “puntos criticos” pues alteran la disponibilidad de
ciclinas y por lo tanto la activacién de las cinasas dependientes de ciclinas (Rubin 1993,

Martin 1993, Anderson 1994, Levine 1994, Cordon-Cardo 1995).

FIGURA 2.
PUNTOS CRITICOS DEL
CICLO CELULAR
SE REPLIC( TODO EL DNA?
EL AMBIENTE ES FAVORABLE? TODOS LOS CROMOSOMAS ESTAN
LA CELULAES ALINEADOS EN EL U$0?
SUFICIENTEMENTE GRANDE? PUNTO CRITICO DE LA METAFASE
PUNTO CRITICO G2

PUNTO CRITICO G1
LA CELULA ES SUFICIENTEMENTE GRANDE?
ES FAVORABLE EL MEDIO AMBIENTE?

(Cordon-Cardo 1995)
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1.2.2 LA APOPTOSIS Y EL CICLO CELULAR,

La apoptosis se lleva acabo por medio de la activacion de un programa de
autodestruccion intrinseco de Ia célula. La maquinaria basica de la apoptosis parece estar
intimamente relacionada con la del ciclo celular (Earmnshaw 1995).

Existen diferentes propuestas de los posibles mecanismos que desencadenan la
apoptosis, y la mayoria coincide en que este proceso puede activarse en varios puntos del
ciclo vital de la célula, figura 1, por muy diversas sefiales que parecen venir del exterior
(Anderson 1994).

Diferentes factores pueden inducir a la célula a tomar la decision entre la vida y la
muerte. Entre ellos estan, la informacion del linage celular, dafio celular producido por
radiaciones ionizantes o infeccion viral, factores de sobrevivencia extracelulares,
interacciones célulares y hormonas. Estas sefiales pueden actuar tante como supresoras o
promotoras de la activacién del programa de muerte celular y la misma sefial puede actuar
con efectos opuestos en tipos de células diferentes (Steller 1995), En la tabla 1 se
mencionan algunos factores que experimentalmente han demostrado ser inductores o
inhibidores de la apoptosis,

La inapropiada activacién de la apoptosis, puede causar o contribuir a una gran
variedad de enfermedades, incluyendo el sindrome de inmunodeficiencia adquirida,
enfermedades neurodegenerativas 0 un chogue isquémico mientras que la inhibicién de

este mecanismo induce [a formacion de neoplasias (Steller 1995).



TABLA 1. INDUCTORES E INHIBIDORES DE LA APQPTOSIS

12

INDUCTORES
FISIOLOGICOS RELATIVOS A ASOCIADOS A TOXINAS
DANO LA TERAPIA
Familia Fas Choque térmico Radiacién gamma Etanol
Factor de Genes supresores de Agentes Péptidos
crecimiento tumores Anticancer B-amieloides
transformante p citotdxicos
Neurotransmisores | Infecciones virales Ceramida
Remocién de Privacion de Agentes

factores de nutrientes quimioterapéuticos
crecimiento
Perdida de las Células T citoliticas Radiacién UV
uniones de la matriz
Calcio Toxinas bacterianas
Hormmonas Oxidantes
ICE Radicales libres
BCL-x (corta)
Factor de necrosis
tuimoral
INHIBIDORES
FISIOLOGICOS GENES VIRALES AGENTES
FARMACOLOGICOS
Factores de crecimiento Adenovirus E1B Inhibidores de calpaina

Matriz extracelular

Baculovirus p35

Inhibidores de cistein

proteasa
Ligandos CD40 Baculovirus JAP Promotores de tumores
Aminodcidos neutros Cowpox virus crmA
Zing Epstein-Barr virus
Estrogenos Virus herpes
Andrégenos Virus de la fiebre afticana

(Anderson 1994, Thompson 1995, Steller 1995).
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Existen diferentes propuestas de los posibles mecanismos que desencadenan la
apoptosis, ademas, este proceso puede activarse en diferentes puntos del ciclo vital de la
célula, precisamente, en las fases G y G, del ciclo celular, en 1a fase Gy, durante la

diferenciacion y naturalmente una vez que la célula ha envejecido,

FIGURA 3. FASES DEL IjROCESO
DE LA MUERTE CELULAR VIA APOPTOSIS.
CELULA SANA 4 FASE DE
ESTIMULO CONDENACION
(VARIABLE)
CELULA COMPROMETIDA
A MORIR
v Y
A
ARRUGAMIENTO
FRAGMENTACION DEL DNA
* FASE DE
FRAGMENTACI(%N DEL NUCLEQO EJECUCION
(CONSTANTE)
FORMACION DE CUI;RPOS APOPTOTICOS
FAGOCITOSIS DE CUERPOS APOPTOTICOS Y

(Gerschenson 1992, Earnshaw 19935, Steller 1995)

Para que una céluta entre en apoptosis debe de recibir un estimulo que desencadene
una serie de eventos que daran como resultado la fragmentacion del DNA y su inevitable
muerte. Estos eventos pueden resumirse en la figura anterior, figura 3. Debemos notar

que se compone de dos fases, la primera conocida como fase de condenacion y que se
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considera de tiempo variable y la segunda llamada fase de ejecucion, periodo constante
en la mayoria de las células estudiadas (Earnshaw 1995).

Durante mucho tiempo los investigadores creyeron que el proceso de la apoptosis
era diferente para cada célula, pero ahora la explicacion de las diferencias observadas
entre los tejidos y organismos se atribuyen a las caracteristicas inherentes de cada célula
y al estimulo que desencadena dicl;o proceso (Steller 1995). Con la informacién recabada
en el presente trabajo se presenta en la figura 4 las rutas de activacién de la apoptosis y

algunos aspectos conocidos de su mecanismo bioguimico.

FIGURA 4. VIAS DE ACTIVACION
DEL MECANISMO DE LA APOPTOSIS.
ESTIMULOS REMOCION DE ESTIMULOS RO RADIACION
FISIOLOGICOS  FACTORES TROFICOS  FISIOLOGICCS IONIZANTE
R A
I pd CELULAR
A ‘4 N NUEVO
MENSAJEROS ALTERACIONENLA CADOR DE
SECUNDARIOS ESTRUCTURA DEL ADN SUPERFICIE
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(Carson 1993, Schwartzman 1993, Martin 1993, Osbome 1994, Fuller 1994).
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Como podemos observar en la figura 4, tanto los estimulos fisiolégicos como la

remocién de factores necesarios para la célula, producen la activacion de receptores
especificos localizados en la membrana célular, los cuales inducen la sintesis o activacién
de mensajeros secundarios especificos para cada estimulo, sin embargo, se ha observado
que justo en este momento, ocurre una notoria elevacién en la concentracién de calcio
citoplasmatico (Schwartzman 1993), que desencadena la activacion de ciertas enzimas
como la calpaina, que al parecer se encarga de la desorganizacién del citoesqueleto,
responsable del caracteristico arrugamiento de la membrana celular, otra enzima
dependiente de calcio es la transglutaminasa, que se supone es la responsable de la
desactivacion de las proteinas citoplasmaticas, este punto es muy importante porque que
esta desactivacién permite a las proteinas de la célula que muere a ser nuevamente ttiles
a las células que asimilan los cuerpos apoptéticos (Carson 1993). Debido a que el
mecanismo de la apoptosis no ha sido plenamente dilucidado, ain se desconoce quien o
como se activan los genes en ¢l micleo celular, pero es posible que la elevacién de la
concentracién de calcio citoplasmatico y/o ciertas enzimas, inducen la activacién de una
nucleasa unida a una o varias ADP-Ribosa, que se encarga de fragmentar la cadena de
DNA. Otro punto sumamente importante es que la presencia de los mensajeros
secundarios desconocidos o la presencia de estimulos no fisioldgicos o de radiaciones,
inducen la expresidon de genes ain desconocidos pero que al expresarse activan un nuevo

marcador en varias partes de la superficic de la membrana celular, el cual sirve para
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reconccer posteriormente los cuerpos apoptdticos y  estimular la fagocitosis de los
mismos. La muerte celular in vivo es un proceso continuo normal controlado
fisiolégicamente de manera muy compleja. Esta forma de muerte celular se ha convertido
en un punto central en las investigaciones de la biologia del cancer, la virologia, la
inmunologia y las neurociencias, entre otras, pues los descubrimientos a nivel molecular
perimitiran aplicar su manipulacién con propésitos terapéuticos.

Casi treinta afios después la busqueda no ha terminado, sin embargo, los resultados
son alentadores. El conjunto complejo de genes que coordinan el proceso de muerte
celular activa, asi como sus productos, no ha sido hallado por completo y de hecho se
cree que sdlo se conoce una pequeiia parte, pero se ha logrado inducir [a apoptosis en

cultivos de células malignas con productos especificos y con resultados similares jn_vivo,

en ratones desnudos. Gracias a estos experimentos sabemos que en el ser humano el par
de penes Bax y Bel-2 son uno de los multiples posibles “switches”™ que determinan que
una célula viva o muera, quiza por una simple relacién estequiométrica através del
mecanismo de la apoptosis, Korsmeyer plantea que el par Bel-2-Bax determina cuando
debe de aceptarse o ignorarse la orden de de morir la célula, cuando las proteinas Bel-2
estdn en exceso, todas las Bax se unen a ellas, las que sobran forman parejas unas con
otras bajo estas condiciones la célula vive. Por otro lado, si Bax predomina, se une a
todos los Bel-2 y los sobrantes forman pares Bax-Bax en este caso fa ¢élula muere, figura

5. Esta hipétesis propone de una manera muy sencilla el equilibrio entre la vida y la
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muerte fundamentandose en observaciones del par Bax-Bcl-2 y el control del suicidio
celular. Aiin no se sabe si estos son los tinicos controladores de la muerte eelular, pero si
ésto es cierto, se podrian disefiar tratamientos que induzcan la apoptosis en células
cancerosas, infectadas con virus, enfermedades neurodegenerativas o autoinmunes, con ¢l

empleo de estas proteinas (Barinaga 1994).

FIGURA 5. EQUILIBRIO HIPOTETICO DEL PAR BAX- Bcl-2.

Bel 2-Bel 2

U<

meHpmax

BAX-Bel2

(Barinaga 1994)

1.2.3 METODOS DE ESTUDIO.
La morfologia que distingue a la apoptosis ha side descrita en detalle por las
observaciones realizadas empleando microscopia electronica y de luz (Kerr 1972).
Recientemente se ha desarrollado una técnica histoquimica simple que se basa en
la unién de quimicos especificos a los puntos de fragmentacién durante el rompimiento
del DNA (1). La fragmentacion del DNA se puede detectar por la modificacion de la

deoxinucleotidil-transferasa (TdT), mediante deoxiuridina trifosfato (dUTP), métedo de
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marcaje de cortes terminales 0 TUNEL (nick end labeling), después de una digestién con

proteinasa K y de la remocién de la peroxidasa endégena, las secciones se incuban a
37°C por una hora en una solucién que contiene TdT y dUTP. Posteriormente son
tratadas con una solucién de peroxidasa marcada con un anticuerpo anti-digoxigenin por
30 min. Los productos de reaccion son revelados con 3,3'-diaminobenzidina
tetrahidroclorada y para su conteo se tifien con verde de metilo. Para realizar un control
negativo se sustituye con un buffer de fosfatos salino al TdT que contenga la digoxigenin
marcada, dUTP y dATP, las cuales no tifien (Desmouliere 1995, Terada 1995).

La apoptosis es muy ficil de reconocer en un cultivo o suspensién celular, por
medio de una electroforesis, donde se observa una fragmentacion caracteristica del DNA

causada por la activacién de una endonucleasa (Terada 1995).



19
2. CANCER.

2.1 EL CANCER.

El término “cancer” (palabra derivada del griego, Karkinos, cangrejo) se refiere a
mas de 100 formas de enfermedad. Casi todos los tejidos del cuerpo pueden suffir un
desequilibrio en Ia regulacién de la proliferacién celular, y algunos de tipo muy severo;
cada cancer tiene caracteristicas tnicas, puede iniciarse en cualquier érgano o tejido del
cuerpo humano y afecta también a los animales (Weinberg 1996).

Los 30 mil millones de células que tiene un cuerpo sano normal viven en un
condominio complejo ¢ interdependiente, regulando su proliferacién unas a otras, de tal
manera que sélo se reproducen cuando las instrucciones para hacerlo son dadas por las
células vecinas (Weinberg 1996). Esta estrecha relacion da como resultado que cada
tejido mantenga un tamafio y una arquitectura apropiada dentro del cuerpo (Steller 1995).
En contraste, las células cancerosas violan este esquema, permanecen imperturbables a
los controles normales de proliferacién y siguen su propio ritmo de reproduccion

(Hariwell 1994, Osborne 1994),

2.2 ;COMO SE DESARROLLA UN CANCER?
Después de varias décadas de investigacion, la ciencia ha propuesto que el cancer
se desarrolla de una manera similar en Ia mayoria de los tejidos, es decir, €s el resultado

del dafio del material genético.
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Los genes son secuencias especificas de aminodcidos que se encuentran en las

moléculas de DNA, ellos contienen la informacién necesaria para poder sintetizar
proteinas particulares. Cuando los genes son activados las células responden sintetizando
las proteinas que codifican dichos genes. Muchos carcindgenos dailan el DNA o
interfieren con las enzimas necesarias para su correcta replicacién. La célula puede
responder adecuadamente a los dafios pequefios y en la mayoria de las ocasiones a dafios
mayores; esto puede retrasar la division celular hasta que el dafio es reparado, entrar en
apoptosis o puede progresar sin interrupcién a través del ciclo de crecimiento celular
(Carson 1993). La transformacion maligna no ocurre por un evento simple, es una
evolucién progresiva de las células somdticas para dar variantes con crecimiento
descontrolado y con propiedades invasivas (Carson 1995). Las mutaciones en los genes
pueden perturbar a la célula induciendo cambios en las cantidades o en la actividad de los
productos protéicos ( Lane 1992). Ahora, el hecho de que un grupo de células anormales
aisladas proliferen de manera normal, no causan ningén dafio, sin importar que otras
desagradables propiedades puedan tener, pero si la proliferacién esta fuera de control,
originan un tumor o neoplasia (Shimkin 1979, Alberts 1994, Lodish 1995).

Dos clases de genes, los cuales solo constifuyen una pequefia parte del equipo
genético completo, juegan un papel muy importante en el inicio de un cancer. En su
configuracién normal, estos organizan la compleja secuencia de eventos que componen el

ciclo celular, los proto-oncogenes que se encargan de activar la proliferacién celular y, los
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genes supresores de tumores, que inhiben la proliferacion (Gottesman 1994, Thompson
1995, Weinberg 1996). Cuando mutan, los proto-oncogenes inducen una excesiva
multiplicacién, por sobreproduccién de la proteina estimuladora de crecimiento o una
forma mas activa. En contraste los genes supresores de tumores, por una mutacidn,
pueden guedar inactivos, dando como resultado una pérdida de la funcionalidad de las
proteinas que se encargan de detener la proliferacion inapropiada de la célula (Gottesman
1994, Cordon-Cardo 1995, Lodish 1995).

Como es evidente, la homeostasis se pierde cuando los sitemas de reparacion no
pueden eliminar estas mutaciénes permanentes. Ahora se sabe que para que un tumor se
desarrolle, es necesario que ocurran media docena o mas de mutaciones en los genes que
controlan la proliferacién celutar, y que las células de un tumor son descendientes de una
célula ancestral comiin. La proporcion de la division y la muerte celular determina que tan
rapido crece un tumor. Algunas células transformadas se dividen mas lentamente que las
normales, pero, en general, la vida de dichas células se prolonga mis de lo normal
(Carson 1993). Comunmente deben transcurrir décadas antes de que un tumor sea
palpable, una vez que se han alterado los genes que controlan el programa de
proliferacion. Como podemos ver, estos genes son la clave para entender el proceso del
origen del céncer (Levine 1994).

Cuando las células neopldsicas se encuentran agrupadas en una masa bien

delimitada se dice que forman un tumor benigno y es completamente curable con la
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remocion del conjunto celular. Pero si las células tienen la capacidad de invadir tejidos
vecinos u drganos distantes se dice que el tumor es maligno, es decir, un céncer. La
invasividad es la capacidad de células malignas de desprenderse del grupo neoplésico,
desplazarse por torrente sanguineo o linfitico y formar colonias secundarias en ofras
partes del cuerpo, la formacién de estos tumores secundarios se conoce como metastasis.
Otras dos importantes caracteristicas del cdncer son: la anaplasia y la autonomia
manifestada a través de la pérdida de la inhibicién del crecimiento celular, dando como
resuitado una semindependencia en cuanto a la conducta y la funcidn. Existen diferentes
tipos de céncer, clasificados de acuerdo al tejido y al tipo de célula donde se originan. De
esta manera carcinoma es el cdncer originado en células epiteliales, sarcoma el que se
origina en tejido conectivo o células musculares, leucemia el derivado de las células
hematopoiéticas, entre otros. La mdés terrible caracteristica del cancer, es que cuando no
se detecta a tiempo, lenta e irremediablemente conduce al enfermo hacia la muerte, por lo
que todos los demas daitos son secundarios. (Shimkin 1979, Alberts 1994)

El como se desarrolla un cancer ya no es un misterio. Durante las Ultimas décadas,
atin cuando la investigacion es complicada, lenta y cara, se ha avanzado en la
identificacion de las mds profundas bases de este proceso, es decir, el nivel molecular, y
es ahi donde también se puede encontrar el fratamiento para la enfermedad. Nadie puede

asegurar con exactitud cual de las terapias puede emplearse como especifica a nivel de
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alteraciones moleculares confra las células cancerosas pues cada cancer tiene

caracteristicas tinicas, ahi la importancia de este trabajo de divuigacidn,
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3. APOPTOSIS Y CANCER.

El equilibrio entre las tasas de proliferacion y muerte celular es muy importante
para mantener los tejidos en homedstasis. La alteracién de este equilibrio puede ser el
factor més importante en el proceso multietapas de [a tumorigénesis, y Ia inhibicion de la
apoptosis es una causa de esta alteracion. Dentro del desarrollo de nuevas terapias para
los tumores malignos a nivel molecular, la induccién de la apoptosis se perfila como una
de las estrategias con mayores posibilidades de éxito.

Muchos carcindgenos dafian el DNA o interfieren con las enzimas necesarias para
su correcta replicacién. La apoptosis es un método muy eficiente para prevenir la
transformacién maligna de las celulas (Schiffer 1995), ya que las elimina en cuanto
reconoce alguna lesion genética irreparable. La apoptosis anormal puede promover el
desarrollo del cdncer, ya sea por Ia acumulacién de las células transformadas en divisién
o por la obstruccién de la remocién de variantes genéticas con alto potencial de
malignidad. Adn no se conocen todos los factores que determinan el que una célula entre
en apoptosis despues de sufrir algin dafio o que continue a través del ciclo celular
(Carson 1993).

Los genes que pueden inducir la apoptosis en células cancerosas continuan en
investigacién. Diferentes estudios han demostrado que el crecimiento de diferentes lineas
celulares canceroéas, incluyendo colon, mama, osteosarcoma y células no pequefias de

pulmén puede ser funcionalmente inhibido por la transferencia del gen p53 en forma
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nativa por un mecanisio ain desconocido (Thompson 1995). Se cree que éste 6sta

involucrtado en la liberacion de sefiales antiproliferativas que pueden ser capaces de
antagonizar las sefiales de estimulacion del erecimiento propagadas por los productos de
Ios oncogenes, el efecto terapéutico potencial a nivel molecular de este gen ocupa la
atencién de muchos investigadores (Nagata 1995).

Paradgjicamente, algunos de los mismos oncogenes que estimulan la divisién
celular, tales como el c-myc participan en el proceso de la apoptosis. Las concentraciones
de RNA de c-myc y proteinas tiene un incremento temprano durante la apoptosis v se ha
observado que una sobreexpresién de este oncogen induce la apotosis en fibroblastos
(Carson 1993).

El oncogen bcl-2, Hamado el gen “supresor de la muerte celular”, regula
directamente el proceso de la apoptosis. Todas las células hematopoyéticas y linfoides,
muchas celulas epiteliales asi como neuronas contienen la proteina bcl-2, encontrada
principalmente en membranas mitocon&riales, nicleo y reticulo endopldsmico. Los
linfomas foliculares de las celulas-B, tienen altas concetracidnes de fa proteina bel-2. Una
proteina del virus Epstein-Barr incrementa la expresion del bel-2 en las células del
linfoma de Burkitt. Comparado con los linfocitos B normales, aquellos que sobreexpresan
el bel-2, sobreviven mds tiempo en los cultivos despues de la privacion de factores de
crecimiento y son resitentes a radiaciones ionizantes y glucocorticoides. Altas

concentraciones de bel-2 también protegen a la célula de la apoptosis inducida por c-myc.
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La conexi6n entre la supresion de 13 apoptosis y el desarrollo de un cancer podria
ser el proto-oncogen bcl-2, el cual fue originalmente aislado de una translocacién
cromosomal fuertemente asociada con el linfoma folicular de células B. La capacidad de
los productos del gen bcl-2 para suprimir la apoptosis en varios tipos de células puede
considerarse como un factor en el desarrollo del céncer, sin embargo el mecanismo
molecular atin no ha sido establecido. Otros oncogenes pueden tener efectos similares en
1a apoptosis. Por otro lado, la estimulacién de la apoptosis puede ser una manera en la
cual los genes supresores de twnores actiian en algunos tipos de células. Los productos
normales del gen supresor de tumores p53 puede inducir la muerte cuando se expresa en
lineas celulares mieloides leucémicas donde nommalmente no se encuentran, al mismo
tiempo que en otras células p53 inhibe la proliferacion. La combinacién de la inhibicién
de la proliferacién por la remocién de factores de crecimiento con la incapacidad de
mantener regulada la expresion del c-myc acelera la apoptosis en la linea 32D de células
mieloides y en los fibroblastos Rat-1. Tanto p53 como e-myc estan muy relacionados en
el control del destino de la célula y pueden contribuir en la regulacion de la muerte celular
asi como en la proliferacién. Estas observaciones pueden extenderse a otros tipos de
células. estos dos genes pueden ser, junto con otros, una importante conexién molecular
entre el control de la apoptosis y Ja multiplicacién (Schwartzman 1993).

Muchos tipos de cdncer sélidos, es decir los no hematoldgicos, son resistentes a la

quimioterapia ya sea sola o en combinacidn con otros fAnmacos, con radiacién o mds
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recientemente, en combinacién con modificadores de respuesta bioldgicos tales como las

hormonas. Si la idea que se gesta es correcta, el proceso de apoptosis tiene considerables
aplicaciones potenciales, como una forma no citotéxica para la terapia del cancer

(Anderson 1994).

3.1 LA APOPTOSIS COMO TERAPIA PARA EL CANCER.
En esta seccién se realiza una recopilacién sistematizada de la informacion
publicada recientemente acerca de la induccién de la apoptosis. A continuacién se
presenta de manera resumida los inductores probados de manera experimental en

diferentes lineas celulares, asi como su posible mecanismo de acei6n.

TABLA 2. INDUCCION DE LA APOPTOSIS EN CELULAS TUMORALES.

INDUCTOR DE CELULA MECANISMO DE ACCION
LA APOPTQSIS BLANCO
Gen p53 en forma | Carcinoma Posiblemente como un refelejo de la expresion
nativa. escamoso de de ARNm de p53.(Liu 1994,1995)
cabeza y cuello
(CECC).
I-131-chimeric Cancer de Una sobreproduccion de el factor de crecimiento
16 (ChLs). mama. transformante 3, y una expresion del ARNm de
¢c-mye da como resultado u arresto celular en Gy
o apoptosis (DeNardo 1995).
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Acido caféico
fenil ester

Fibroblastos de
embrion de rata

Probablemente el CAPE disminuya el
crecimiento de las células por la inhibicion del

(CAPE). transformados | proceso oxidativo (generacion de O;" y H,0,)
con adenovirus | (Chiao 1995).
tipo 5.
5°-azacitidina Células Posiblemente el AZC induce una endonucledlisis
(AZC). humanas especifica en la fase Gy del ciclo celurar
promielociticas | (Murakami 1995).
leucémicas HL-
60
Liromida. Células de La linomida induce apoptosis debido a la
céncer inhibicién de la angiogénesis en las lineas
prostatico célulares (Vukanovic 1995).
humano,
Transferencia del | Glioma maligno | Expresion Fas/APO-1 y suseptibilidad al
gen Fas/APO-1. | humano. anticuerpo- Fas/APO-1 (Weller 1995),
Interferon-ot. Lineas celulares | El mecanismo por el cual actiia el Interferon-ct
de céncer de aiin es desconocido, sin embargo, se sabe de las
células caracteristicas citotdxicas, antiproliferativas e
escamosas de’ | inmuno antitumorales que posee esta citocina y
piel. es posible que estas caracteristicas esten
involucradas en este proceso (Rodriguez-
Villanueva 1995).
Sobreexpresién Células de El mecanismo es similar a c-myc y p53 y es
del gen BRCAL. | cancer de posible que los productos del gen actien como
mama, reguladores de Ja transcripeion (Shao 1996).
Expresion de una | Células Desarrollo de una sobreexpresion de p53 en su
fonna nativa del | tumorales de forma nativa con el vector adeno viral (Yang
gen p33 con un prostata 1995},
vector adenoviral. | humnana Tsu-
prl,
¥ combinacion | Cuitivo de Induccion de un quimiosensibilidad at cis=platino
de un Ad-p53 con | células por la transferencia de p53 (Fujiwara 1994).

cis-platino,

_cancerosas 1o

pequeiias de
pulmon.
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Sobreexpresion Células de El gen supresor de tumores p53 parece ser el

del gen p53 en melanoma. responsable de fa inhibicién de a transicion de

forma nativa Gy a S (Cirielli 1995).

mediante un

adenovirus,

Acidos biliares. Células Globet | Se desconoce la razén de la sensibilidad de estas
de cancer células a los acidos biliares pero se cree que se
colorectal. encuentra relacionada con caracteristicas

especificas de la membrana, defensas
antioxidantes intracelulares o transduccién de
sefiales (Garewal 1996).

Factor de Células Posiblemente inhibe la progresion del ciclo

crecimiento malignas de celular {Havrilesky 1995).

transformante ;. | epitelio de
ovario,

Castracion. Tumores La remocién de androgenos elimina las células
prostiticos dependientes de ellos (Westin 1995).
humanos.

Acido retindico. | Células de Estimulacion de c-myc (Krupitza 1995),
carcinoma de
ovario.

La mutacion ¢ delecion del gen turnor supresor p53, es la alteracion genética mas
frecuente reportada en el carcinoma escamoso de cabeza y cuello (CECC). Las personas
que padecen este tipo de cancer a menudo sufren profundos efectos en el habla y al
deglutir los alimentos, las terapias convencionales como la cirugia y la radioterapia
ademas de requerir mucho tiempo, no dan el resultado esperado en muchos casos. La
induccion de la apoptosis es una de las funciones del gen p53 en forma nativa. En 1994,
Liu y col. indujeron una forma nativa de p53 en dos lineas celulares separadas de CECC,

via un vector adenoviral recombinante que contenia la forma nativa de p53 (Ad5CMV-
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p53). Cuando los cultivos celulares de CECC humano fueron infectadas eon econ 100

unidades formadoras de placa/célula del AdVSCMV-p53, la histomorfologia
caracteristica de la apoptosis aparecio 4 hr después de la infeccion posiblemente como un
refelejo de la expresion de ARNm de p53 y, rapidamente, se pfesenté la muerte celular.
En los trabajos in vitro se observo la detencién del crecimiento después de la infeccidn
con el vector, asi como cambios en la morfologia celular compatibles con la apoptosis.
Los resultados in vitro fueron confirmados in vivo en ratones desnudos con la infiltracién
peritumoral del AdSCMV-p33, y se observé que ¢l crecimiento de los nddulos infectados
con e} vector fue inhibido casi 60 veces més que los controles, estos resultados sugieren
que la proteina p53 en estado nativo tiene efectos terapéuticos potenciales en Ia terapia
del CECC (Liu 1994).

Posteriormente, se comprueba que el efecto supresor tanto in vitro como in vive es
consecuencia de la apoptosis. Ambas lineas celulares de CECC infectadas con el
AdS5CMV-p53 mostraron la fragmentacién temprana del DNA nucleosomal en escalera
caracteristica. La replicacion defectuosa del virus no produjo ningiin efecto. El manejo
del ISEL (in Situ end labeling) demostr6é que la apoptosis es el mecanismo implicado en
la supresion del tumor in vive. Es importante mencionar que los fibroblastos y una linea
de queratinocitos humanos cariotipicamente normales (con un p53 en estado nativo
endogeno) son insensibles al tratamiento con el AdSCMV-p53, con lo que se ilustra la

especificidad molecular y su inactividad en tejidos normales. Sin embargo Roth y col.
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empleando €l mismo procedimiento de inocilacion de AdSCMV-p53 en células
cancerosas no pequefias de pulmén (CCNPP) no encontrd apoptosis. Esto nos hace
suponer que las diferencias inherentes de cada neoplasia hacen que la apoptosis se regule
de diferente manera. Finalmente concluyen que la induccién selectiva de la apoptosis en
tumores malignos solidos respetando las celulas normales es una atractiva estrategia para
la terapia molecular y que estas investigaciones requieren de un mayor impulso (Liu
1695).

La radioinmunoterapia (RIT) se basa en la capacidad de liberar sistematicamente
radioterapia en moléculas que se concentran preferencialmente en tejidos tumorales,
resultando una alta radiacién terapéutica de acuerdo a la dosis de radiacién, en relacién
con la dosis normal del tejido. Esta respuesta tumoral ha sido reportada en multiples
casos clinicos usando esta terapia en pacientes con linfoma avanzado, leucemia y cancer
de mama. Si bien esta regresién del tumor es probablemente ¢l resultado de una dosis de
radiacién Gnica, la amplitud de la respuesta a menudo excede la espectativa de la dosis
estimada. Ultimamente crece el monto de la informacidn que sugiere que la apoptosis
puede ser el mejor mecanismo de muerte celular tumoral por las bajas dosis de radiacion
(DeNardo 1995).

Para el estudio de la respuesta de las células humanas cancerosas a la RIT,
DeNardo y col. eligieron ¢l cancer de mama con células implantadas en ratones desnudos,

tratadas con Y-90-1.4,7,10-tetraazacyliododecant N,N",N",N""-tetraacetic acid-peptide
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ChL6 (Y-90-ChL6). Ellos observaron que hubo una respuesta celular que correspondia a

las caracteristicas de la apoptosis, empleando dosis bajas de radiacion (100-700 rads).
(PeNardo 1995).

El propolio es un exudado de la corteza de los arboles de coniferas y acarreado por
las abejas hasta la colmena. Sabemos que este producto tienc una gran variedad de
efectos benéficos, por medio de la informacién que se transmite entre generaciones, por la
medicina tradicional. Algunas propiedades del propolio son los efectos anti-inflamatorios,
antivirales, inmunoestimulatorios y carcinostatico. El 4cido caféico fenil éster (CAPE) es
uno de los principios activos del propolio de la miel de abeja.  En 1995, Chiac y col.
encontraron que ¢l CAPE, induce una alteracién en el estado redox en fibloblastos del
tipo 5 de embrién de rata transformados, produciendo apoptosis diferencial con las
células normales, y también en cultivos de células humanas al parecer actuando sobre el
balance de oxido-reduccion en la generacién 0, y H;O,. El Instituto Nacioonal del
Cancer en EU, ha reportado que entre 5 x 107 y 1.4 x 10” se encuntra la concentracién
molar efectiva del CAPE para inducir la muerte celular en lineas cancerosas. El CAPE se
ha asociado como inhibidor de crecimiento quizas por la unién de citocinas, factores de
crecimiento, y receptores especificos de la superficie célular a hormonas, los cuales
controlan la generacion de O y H;0,, ElI CAPE ha mostrado ser un inhibidor del proceso
oxidativo un tanto mejor que otros agentes quimiopreventivos tales como el tamoxifen,

(-)epigalocatequina galato, sarcofitol A y el pento-O-galoil-beta-D-glucosa (Chiao 1995).
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Fl AZC es un conocido agente antileucémico y es usado como herramienta en el
estudio de la metilacién del DNA, en la diferenciacién celular y en la activacién de genes.
El principal intrerés en el AZC es como posible farmaco anticincer para tumores sélidos.
El papel del AZC en leucémias no ha sido claramente definido, pero se ha observado
actividad significativa en algunos tipos de leucemias. Existe una confusion entre la
toxicidad del antimetabolito de la citidina, 5°-azacitidina (AZC) como consecuencia de su
incorporacién en RNA, DNA o ambos, debido a que la apoptosis parece ser el modo
predominante de muerte celular tumoral dependiendo de su posicién en el ciclo celular.
Murakami y col. investigaron si la induccién de la apoptosis por AZC es especifica para
alguna fase del ciclo celular en células humanas promielociticas leucémicas HL-60. Estas
fueron tratadas con varias concentraciones de AZC, y por medio de la citometria de flujo
identificaron y cuantificaron las poblaciénes de células apoptéticas y no apoptéticas.
Ellos encontraron que las células tratadas con AZC en concentraciones de 2-6 uM que se
encontraban en la fase Gy del ciclo celular entraron en apoptosis y las células que estaban
en la fase G,-M, fueron particularmente resistentes. Con concentraciones de de entre 8-40
1M, no se encontrd especificcidad a alguna fase del ciclo, en la induccién de apoptosis.
Los datos sugieren que el mecanismo de muerte celular por AZC, es diferente
dependiendo de su concentracién y del tiempo, pues ¢l maximo en la frecuencia de
células apoptéticas se observa entre la 3° y la 4° hora. Se cree que el AZC dispara una

endonucleolisis extensiva que es preferencial a las secciones DNA internucleosomales.
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La morfologia de las células afectadas es la tipica de 1a apoptosis, de la misma “calidad”

que otros farmacos en las células hematopoyéticas antitumorales. Probablemente
actuando el metabolismo, la estabilidad de los RNAs y suprimiendo la sintesis de
proteinas antes del punto critico G, y previniendo la entrada en S. Se puede especular que
si el AZC a bajas dosis es preferencialmente especifico para la fase Gy, puede ser mas
efectivo en combinacion con fanmacos fase S especificos, y en el tratamiento de tumores
con alta proporcion de células en Gy. La aparente resistencia de las células que estén en
Gy-M al AZC puede ser el reflejo de la disminucion de la sintesis de ARN en las mismas,
La estrategia a seguir es la prueba clinica de firmacos antitumorales en combinacién con
otros farmacos especificos a ciertas fases del ciclo celular. Finalmente debido a la
propensibilidad excepcional de las células HL60 a la apoptosis, debe tenerse mucha
precaucion a las generalizaciones con otros sistemas celulares (Murakami 1995),
Vukanovic y col. encontraron que las células de céncer de prostata humana son
sensibles a la induccion de la muerte por hipoxia causada con linomida por la ihibicidn
de la angiogénesis tumoral, independiente de andrégenos, al xenotransportarlas a ratones
SCID. La inhibicién de la angiogénesis incrementa la muerte en las lineas célulares TSU
y DC-3 cancerosas. Estos estudios demostraron que el tratamiento con linomida
disminuye la densidad capilares. Las células de céncer de prostata humana tienen un
grado de proliferacién notoriamente bajo cuando han metastatizado a hueso vy se han

vuelto independientes de andrégenos. Los pacientes con células cancerosas prostaticas



35

con este tipo de proliferacion tan baja, fratados con agentes quimioterapéuticos actuales,
en muy pocas ocasiones tienen éxito. Por ello continda la busqueda de nuevas alternativas
para el tratamiento de este tipo de cancer. Una de estas alternativas es inhibir la respuesta
angiogénica en los dep6sitos de cancer localizados y metastasicos, dando como reuftado
una muerte celular tumoral por hipoxia. La linomida es un agente que inhibe la
angiogénesis y el flujo sanguineo en una variedad de cancer prostatico de rata
independiente de su tasa de crecimiento, sensibilidad a andrégenos o capacidad
metastasica (Vukanovic 1995),

Los gliomas malignos humanos son neoplasis altamente agresivas y muy resistentes
a las terapias actuales incluyendo la inmunoterapia con anticuerpos dirigidos. Las células
del glioma sintetizan una molécula inmunosupresiva muy potente inicialmente llamada
derivada de células de glioma, factor supresor de las células T, y que después de la
purificacién y clonacién fue identificado como un miembro de la superfamilia de TGF- y
es conocido como TGF-f,. Factores inmunosupresores como ¢! TGF-§ pueden contribuir
a la ausencia de respuesta de las células T tumor especificas en padecimientos como el
glioma maligno via induccién de Ia apoptosis en las células T. Las células T citotéxicas
pueden asesinar sus células blanco por lisis dependiente de porfirina o por apoptosis
dependiente de Fas/APO-1. Fas/APO-1 es la proteina receptora de citocina
transmembranal de la superfamilia de receptores para el factor de crecimiento del nervio

y TNFa, las cuales son sefiales de apoptosis. El ligando natural de Fas/APO-1 es una
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citocina citotéxica con una gran homologia al TNF-a y la linfotoxina/TNF-B, el papel de

Fas/APO-1 en ¢l sistema inmune incluye un control negativo que da como resultado la
eliminicacién de células T activas. La expresién aberrante de Fas/APO-1 por varias
células neopldsicas ha fomentado ¢l interés de este gen como blanco en la terapia
inmunolégica del céncer por anticuerpos dirigidos. Weller y col. Recientemente
reportaron que las lineas celulares de glioma maligno expresan Fas/APO-1 y son
susceptibles a la apoptosis mediante el anticuerpo Fas/APO-1, por lo que se considera
como una nueva posible estrategia inmunoterapéutica, (Weller 1995).

Los canceres de piel, son los tumores malignos més comunmente diagnosticados en
Norte América, se ha estimado una incidencia anual de 700 000 casos. Es bien sabido que
el desarrollo de cualquier tumor maligno es un proceso multietapas. Las alteraciones
genéticas moleculares que ocurren en la mayoria de los cdnceres de piel afn estan
caracterizados de manera incompleta, pero se ha demostrado que las mutaciones en el gen
tumor supresor p53 ocurre en alta incidencia tanto en carcinomas escamosos como
basales. Las mutaciones activadoras se encuentran intimamente relacionadas con los de la
familia del gen ras, que también se ha caracterizado en el cancer humano de piel.
Adicionalmente el oncogen bcl-2 se expresa en altos niveles. Los genes reguladores del
crecimiento tales como ras, p53 y bcl-2 han demostrado su influencia en la suseptibilidad
de las céhilas para entrar en apoptosis. La intervencion quirtrgica es el tratamiento

elegido para la mayoria de los canceres basocelulares y escamosos en la piel, con una
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efectividasd del 95% de los pacientes. Sin embargo, los casos cosméticos y algunos mas
voluminosos no siempre necesitan cirugia. El interferon-o es una citocina muy efectiva en
el tratamiento de muchos tipos de cancer, incluyendo los de la piel, la respuesta biol6gica
de las células al IFN-o. incide en la supresion del crecimiento y en la inmunosupresion,
pero en 1995, Rodriguez-Villanueva, encontrd que induce apoptosis en cultivos de lineas
celulares cancerosas de piel escamosa. (Rodriguez-Villanueva 1995).

El céncer de mama es una de los tumores malignos mas comunes que afectan a las
mujeres en los Estados Unidos y aunque el cancer de ovario es menos frecuente, éste es
la cuarta causa de muerte en las mujeres de ese pais. Estos dos tipos de cancer son
susceptibles al gen BRCA1.Tratando de descubrir el papel de este gen en el proceso de la
apoptosis, Shao y col. encontraron que al deprivar suero o calcio ionéforo las lineas
celulares de cancer de mama tratadas con BCRAI1 transfectado, presentaban muerte
celular programada, lo cual les hace suponer que l'os genes BCRA1 juegan un papel
critico en la regulacion de la apoptosis. (Shao 1996).

El cancer de prostata es el cancer mas diagnosticado en el hombre y la segunda
causa de muerte en los Estados Unidos. Grandes avances se han logrado desde que se
descubrié que este tipo de cancer requiere de la presencia de androgenos para su
desarrollo y el crecimiento del tumor. La castracién ha sido el tratamiento de rutina por
muchos afios, pero cuando el cancer ha metastatizado ningiin método es efectivo. Datos

recientes indican que el cancer metastasico de prostata y lineas celulares de cancer de
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préstata contienen mutaciones o deleciones en el gen pi3. En 1995, Yang y col

encontraron que la infeccién de celulas Tsu-prl de préstata humana independientes de
androgenos con p33 funcional por medio de un vector adenoviral, producian altos niveles
de 1a proteina p53 de 10 a 15 h, y presentaban fragmentacion del DNA nuclear despues
de 24 h de infeccién. Ellos concluyen que este es un método muy eficiente para inhibir el
crecimiento de tumor en prostata y el manejo del proceso de muerte celular programada
puede ser empleado con aplicaciones clinicas (Yang 1995).

La induccién de la apoptosis por farmacos quimioterapéuticos o radiaciones
ionizantes puede estar relacionado con los niveles del gen pJ33, pues estos estimulos
dafinos producen una elevacién de la proteina p53, pero si el daflo es severo la
reparacion es imposible y p53 puede disparar el proceso de muerte celular, per lo tanto
altos niveles de p53 pueden contribuir a la induccién de muetre celular apoptética tumoral
por agentes quimioterapéuticos. En la linea H358 de celulas no pequefias de pulmén
humanas Fujiwara y col. transfirieron por medio de un adenovirus recombinante el gen
p53, y cbservaron un marcado incremento de la sensibilidad celular al cis-platino, asi
como la fragmentacién caracteristica del DNA que ocurre durante Ia apoptosis. Sus
resultados soportan Ia aplicacion clinica de un régimen que combine el remplazo del gen
pS3 en forma nativa por medio del adenovirus con los firmacos empleados en el

tratamiento de los canceres humanos (Fujiwara 1994).
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Los melanomas son tumores sumamente agresivos que tienen una alta incidencia en
Norte America, Europa y Australia. Actualmente la cirugia, la quimioterapia y la
inmunoterapia son el tratamiento para los melanomas, pero desafortunadamente la
inmunoterapia es poco efectiva cuando el melanoma ha producido metéstasis. Cirielli y
col. examinaron el efecto de un adenovirus que sobreexpresa la forma nativa de p53 en
lineas celulares de melanoma humano y murinos, encontrando que dicha sobreexpresion
inhibe el crecimiento de los tumores in vitre e in vive en ratones desnudos, resultado de la
apoptosis celular (Cirielli 1995).

Existe un gran interés en encontrar marcadores bioldgicos que puedan ser usados
en la identificacion de sujetos yr poblaciones con un alto riesgo al cancer. Adicionalmente
a su uso potencial, los marcadores pueden servir para determinar los puntos del proceso
multictapas de esta enfermedad. En el colon expuesto a una gran cantidad de
carcindgenos, incluyendo Ia dieta alta en grasas, se ha observado que la concentracién de
los 4cidos biliares fecales también se elevan, induciendo apoptosis en las criptas
coldénicas principalmente en las células globet maduras. En el estudio de Garewal y col.
comparan el grado de apoptosis en mucosa colorecial aparentemente normal de pacientes
con un historial de céncer de colon contra otros que no han padecido cancer o solamente
pequeilos polipos. A los dos tipos de biopsias se les adicionaron pequefias dosis de acidos
biliares y se cuantificaron las células globet en apoptosis y se encontré que los pacientes

con cancer colorectal tenfan wna disminucion significativa en su porcentaje de células
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apoptoticas. En este estudio inicial concluyeron que esta prueba de induccién de
apoptosis con 4cidos biliares en células globet puede ser usado como marcador de riesgo
de cancer de colon (Garewal 1996).

Los factores de crecimiento transformante (TGF) By, B2 y Bs,son producidos por
los humanos e inhiben la proliferacion de una amplia gama de células, incluyendo las
epiteliales, los hepatocitos y las hematopoyéticas. A través de un sistema de transduccidn
de seflales ain desconocido, se ha comprobado que la actividad bioldgica de los TGF-B,
es dependiente de la presencia de receptores de membrana de la serin/treonin cinasa I y
1. Uniéndose a estos receptores se inicia una cascada de eventos moleculares que
culminan con un incremento en la actividad de la cinasa 4 dependiente de ciclina, la cual
impide 1a progresién de G; a S. Anteriormente Havrilesky, habia estudiado el efecio de
TGF-B en la proliferacién de cultivos celulares de celulas epiteliales de ovario humano
normales y malignes, encontrando una inhibicion en el crecimiento del 40-70% (Berchuck
1992), pero en este estudio concluyen due el TGF-B inhibe la proliferacion de pero no
induce apoptosis en células epiteliales de ovario normales, sin embargo, algunas células
cancerosas inhibidas en su crecimiento por TGF-B también entran en apoptosis
(Havrilesky 1995).

La remocién de andrégenos troficos por castracidn quimica o quirdrgica, ha sido
desde hace 50 afios la terapia comin para el carcinoma prostitico. Inicialmente la

mayoria de los pacientes se veian beneficiados por una reduccién en el dolor y otros
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sintomas, pero casi todos estos tumores regresaban con un fenotipo mds agresivo, con
crecimiento independiente de andrégenos. En la préstata normal, los andrégenos inducen
profundos cambios en las células, incluyendo la muerte apoptotica. En este articulo,
Westin y col. determinaron por medio de la fotometria, anticuerpes monoclonales y
métodos in situ a las células apoptéticas en biopsias de prostata despues de la castracion,
Ellos encontraron que el indice apoptdtico se incrementé significativamente (Westin
1995).

Todos los 4cidos trams retindicos (ATRA) son productos metabolicos de los
B—carotencs y el retinol. Son reguladores del crecimiento y moduladores de procesos
biolégicos tales como las funcicnes inmunes y la diferenciacion epitelial. Es posible que
estos procesos sean mediados por el dcido retinoico o por el retinol. In vitro, los ATRA
se han usado para inducir la diferenciacion de las células de linfoma, pero también ha
funcionado sobre las células de los tejidos solidos, como los neuroblastomas,
teratocarcinomas y células de melanoma. Esta sustancia morfogénica también inhibe la
progresion de las células del carcinoma de las células no pequeilas de pulmén y detienen
el crecimiento de otros sistemas celulares.

En este estudio se investigaron los efectos del ATRA en ¢l crecimiento de la linea
celular N.1 del adenocarcinoma de ovario humarno y se encontrd que con una dosis entre

S y 10 pM se inducia la muerte celular por una sobre regulacion de c-myc (Krupitza

1995).
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4.CONCILUSIONES.

La apoptosis tiene una importancia semejante a la mitosis, pues el equilibrio entre
estos dos eventos esenciales da como resultado el control de Ia poblacién celular en la
mayoria de los tejidos del cuerpo humano. La apoptosis fiue poco estudiada hasta la
década de los 70’s cuando se describid tinicamente en el aspecto morfologico y desde
entonces continda la investigacién de los mecanismos responsables de ella. {Schwartzman
1993, Barinaga 1994). En los iiltimos afios se ha fortalecido la hipétesis de que la
apoptosis puede ser la etapa final de la diferenciacién (Gerschenson 1992, Kane 1995).

Desde que la apoptosis es considerada como la muerte celular in vivo, se ha
pensado que la supresién especifica de alguno de sus componentes escenciales, puede
contribuir de manera sustancial al desarrollo de un cancer (Schwartzman 1993),

Kane propone que el uno de los retos mds importantes de los cientificos es
encontrar el papel de la apoptosis en la patogénesis de las enfermedades humanas
clasificadas como autoinmunes, como el cancer ( Kane, 1995).

Desde el principio, y quizas el principal objetive, de su investigacién ha sido el
conocer la maquinaria para disparar la muerte controlada de células indeseables como las
de los tumores malignos y, por otro lado, mas recientemente evitar la muerte de células
indispensables como ocurre en la enfermedad de Alzheimer o en el SIDA.
Adicionalmente a su importancia en el desarrollo de algunos tipos de cancer, la supresion

especifica de la apoptosis podria ser un proceso importante que afecte la sensibilidad de
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las células tumorales hasta el rango de terapia para el cancer. La eliminacién de las
células que componen un tumor canceroso puede llevarse a cabo por medio de la
induccidén de apoptosis, por ejemplo, con radiacidn ionizante o con firmacos citotdxicos
(Martin 1993, Fujiwara 1994, Cordon-Cardo 1995),

Bcl-2 e ICE son dos piezas clave del rompecabezas de la muerte celular, y con el
tiempo, los investigadortes descubrirdin como recibe la superficie celular la orden
molecular de morir y la transmisién de este mensaje dentro de Ia célula. Por otro lado,
existe un grupo de investigadoes que comparten la idea de que la apoptosis tiene algunos
elementos en comiin con el ciclo de divisién celular (Barinaga 1994).

Considero que conforme se avance en las investigaciones acerca de la maquinaria
bioquimica que dispara y regula de maneraA natural el proceso de la apoptosis también se
desarrollardn de manera paralela los firmacos que logren, por un lado, activar este
fenémeno para eliminar células o tumores indeseables y, por el otro, evitar que mueran
células indispensables para el cuerpo humano, pero por el momento, el objetivo principal
es conocer todas las partes del rompecabezas de la muerte celular programada.

Creo que hay que tener mucho cuidado en cuanto al manejo de las conclusiones a
las que han llegado los investigadores mencionados en el presente trabajo pues, aun
cuando los resultados son alentadores en los cultivos celulares y en ratones desnudos, las
condiciones de experimentacion son diferentes a las que se encuentra un tumor maligno in

situ. Quizas muy pronto, la apoptosis llegue a ser en efecto, un punto estratégico para el
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tratamiento de neoplasias tanto benignas como malignas, pero por ¢l momento, solo

puede pretender ser un complemento a las terapias convencionales hasta su completa
dilucidacion.

Desde mi punto de vista, tomando en cuenta los trabajos aqui presentados,
considero que una combinacién de estrategias, por ejemplo la inmunoterapia dirigida a
marcadores tempranos o proteinas especificas cada tejido, podria ser un método eficiente
para la terapia para el céncer, pues las caracteristicas de cada tejido hacen que la
enfermedad presente cualidades especiales en cada caso. Finalmente por medio de esta
tesis resalto lo atractivo de estas lineas de investigacidon para todo el equipo de salud,
incluyendo y de manera sobresaliente, al quimico farmacéutico biélogo, invitindolo a

desarrollar este campo de investigacion.
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GLOSARIO.

Anaplasia: Situacién de un tejido en el que las celulas adultas estan menos diferenciadas
que las que les dieron origen.

Picnosis: Alteracién del micleo celular, aumentando su afinidad por los colorantes,
disminuyendo de tamafio y perdiendo su estructura.

Cariorrexis: Fragmentacion del nicleo celular.

Neoplasia: Literalmente “cambio de forma” transformacion de un tejide completamente
diferenciado de cierto tipo a otro, debido a condiciones anormales.
Formacién, en alguna parte del cuerpo, de un tejido cuyos elementos

substituyen a los de los tejidos normales.
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