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RESUMEN

La apoptosis, un programa genético de muerte celular conservado evolutivamente en
eucariontes superiores, es un proceso basico involucrado en el desarrollo y la
diferenciacién celular. La apoptosis puede ser esencial para la prevencion de la formacion
de tumores, y se cree los que defectos en su regulacion estan ampliamente involucrados
en la patogénesis de varias enfermedades, incluyendo el cancer. En la mayoria de los
casos, tanto los excesos en la proliferacién celular como la muerte celular suprimida
constituyen una plataforma para la progresién de las neoplasias.

La investigacion bdasica sobre el cédncer ha producido importantes avances en el
entendimiento de su biologia y genética. Entre algunos de los avances mas relevantes se
encuentra el conocimiento de que la apoptosis y los genes que la regulan tienen un efecto
profundo sobre el fenotipo maligno. Por ejemplo, se sabe que algunas mutaciones
oncogénicas conducen a la iniciacidn, progresién o metastasis en un tumor. De manera
opuesta, en carcinogénesis con multiples estadios existe evidencia sdélida que indica que
otros cambios oncogénicos promueven la apoptosis, produciendo por lo tanto, presion
selectiva para contrarrestarla. Hoy en dia, estd muy bien documentado que la mayoria de
los agentes anticancerigenos citotdxicos inducen la apoptosis, originando la interrogante
de si los defectos en los programas apoptdticos pueden contribuir a fallas en los
tratamientos. Debido a que las mismas mutaciones que suprimen la apoptosis durante el
desarrollo de un tumor también reducen la sensibilidad al tratamiento, la apoptosis
provee un marco conceptual que permite ligar la genética del cancer con su terapia. La
investigacion que se realiza en la actualidad estd develando los mecanismos de regulacién
detras de la apoptosis, con el fin de que esta informacién produzca nuevas estrategias que
permitan explotarla con beneficios terapéuticos.
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INTRODUCCION

Entre 1992 y 1994, Bob Horvitz y sus alumnos Yun Ying Yuan y Michael Hengartner
descubrieron la secuencia que codifica a tres componentes principales — ced3, ced4 y ced9
— del mdédulo genético involucrado en el control de la muerte celular programada (MCP)
en C. elegans. Esto llevd al descubrimiento de que la maquinaria central de MCP de C.
elegans tiene contrapartes conservadas evolutivamente en mamiferos, incluyendo al
hombre (Horvitz, 1999; Vaux y Korsmeyer, 1999; Hengartner, 2000; Meier, 2000), en
Drosophila (Song and Steller, 1999) y otras especies de animales (Ameisen, 2002). Dicha
conservacién a través de un rango de convergencia filogenética de alrededor de 700
millones de afios reafirmd la idea de que la MCP pudo haber sido esencial para la
sobrevivencia animal. Sin embargo, de acuerdo con la nocién de que la evolucion de rutas
moleculares cruciales usualmente involucra tanto a la conservacion genética como a la
diversificacion, al menos 14 homodlogos del ejecutor Ced3 — las caspasas- fueron
identificadas progresivamente en mamiferos, junto con al menos 20 homdlogos del
protector Ced9 — la familia antagonista Bcl-2/Bax (Horvitz, 1999; Hengartner, 2000; Meier,
2000), cuyos primeros miembros ya habian sido descubiertos previamente en humanos
(Vaux et al., 1998, Vaux y Korsmeyer, 1999) previo a la descripcién de la secuencia de
Ced9 en C. elegans.

Lo anterior ha provisto un modelo para la identificacion y el ordenamiento de las
complejas y diversas rutas de MCP que operan en nuestras células, al mismo tiempo, la
investigacion llevada a cabo primero en células de mamifero, y posteriormente en las de
Drosophila, reveléd en ambas especies, el papel de varios actores moleculares, rutas de
sefializaciéon y organelos intracelulares cuya implicacion fue descrita a partir de los
estudios realizados en C. elegans. Estos incluyen la superfamilia de ligandos y receptores
de muerte del factor de necrosis tumoral (TNF) (Krammer, 2000), los inhibidores de la
apoptosis (IAPs) (Goyal, 2001), los inhibidores de las IAPs, tales como Reaper en
Drosophila (Song vy Steller, 1999), y Smac/Diablo en mamiferos (Goyal, 2001), la
mitocondria y sus proteinas intermembranales, tales como el Citocromo ¢ (Cit c) en
mamiferos (Kroemer y Reed, 2000; Martinou y Green, 2001), y mas recientemente, en
células de Drosophila, pequeiios micro RNAs no-codificantes (mRNA) que comparten
similitudes con los RNAs de interferencia (RNAi) (Brennecke et al, 2003), y la identificaciéon
por el grupo de Bob Horvitz de miembros proapoptéticos del homdlogo de Egll de Ia
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familia Unica de BH3 pertenecientes a la familia Bcl2/Bax en mamiferos (Conradt y Horvitz,
1998), y su importante papel en la inducciéon de MCP en C. elegans.

Desde principios de los 90’s, se han identificado varias formas de MCP en una amplia
gama de ramas filogenéticamente divergentes en el arbol evolutivo, las cuales habian
radiado mucho antes del surgimiento del ancestro comun mas reciente que compartimos
con C. elegans (Ameisen, 1996; Ameisen, 2002). La MCP ha sido identificada también en
las plantas, que aparecieron hace aproximadamente un billon de afos, cerca del periodo
en el cual surgieron los primeros animales. En varias plantas, la MCP tiene un papel
principal en el desarrollo, la reproduccién sexual y la resistencia a infecciones (Greenberg,
1996; Beers, 1997); mas aun, se han identificado diversas formas de procesos de muerte
celular regulada en varias especies de eucariontes unicelulares, que surgieron entre 1y 2
billones de afios atras, asi como en varias especies de bacterias, cuyos ancestros se cree
representaron las primeras formas de vida en nuestro planeta, y que surgieron alrededor
de hace 4 billones de afios (Ameisen, 2004).

El desciframiento molecular de la MCP se ha ido asociando con el avance en el
conocimiento de algunas enfermedades humanas las cuales incluyen al cancer, lo que ha
llevado a la nocion de que la desregulacién de la MCP juega también un papel principal en
la patogénesis (Umansky, 1982; Ameisen y Capron, 1991; Thompson, 1995; Evan y
Littlewood, 1998; Vaux et al., 1998; Nicholson, 2000), las cuales incluyen al cancer. Una
serie de avances experimentales sobre enfermedades humanas agudas y cronicas en
varios modelos animales, ha comprobado el potencial que la modulacidn artificial de la
MCP tiene como una estrategia para el tratamiento de éstas, con amplias implicaciones
(Gurney, 2000; Nicholson, 2000; Kaspar et al., 2003). Por lo tanto, los mecanismos
moleculares de la MCP, han pasado de ser actores esenciales del desarrollo a ser
reconocidos como blancos cruciales en la preservacion del equilibrio fisiolégico de varias
especies, incluyendo al hombre (Ameisen, 2004).

El neuroblastoma es el tumor extracraneal mas comun de la infancia. Este tumor esta
asociado con alteraciones en la apoptosis. El aniquilamiento de las células tumorales
mediante diversas estrategias citotdxicas tales como drogas anticancerigenas, radiacion v,
genes suicidas o inmunoterapia, estd mediado predominantemente por la induccién de
apoposis. Las dificultades para activar las rutas apoptoéticas en respuesta al tratamiento
farmacolégico pueden conducir a la resistencia de las células de neuroblastoma a las
terapias contra el cancer (Van Roy et al.,, 2009). El entendimiento de los eventos
moleculares que regulan la apoptosis inducida por terapias citotéxicas del neuroblastoma

y cémo sus células evaden eventos apoptdticos puede aportar un nuevo paradigma para
3



el tratamiento de esta enfermedad. Por lo tanto, las nuevas estrategias dirigidas hacia la
resistencia de las células de neuroblastoma tienen que basarse en la investigacion de los

mecanismos moleculares de la apoptosis asi como de otros mecanismos de muerte
celular.



JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad altamente heterogénea, lo cual ha impulsado la aplicacion
de diversas modalidades terapéuticas para combatirlo, entre ellas la quimioterapia. El
neuroblastoma muestra una quimioresistencia importante en este tipo de tratamientos
(Dyer, 2004). Es por esto que el conocimento de los aspectos moleculares de las rutas
apoptdticas permitirda optimizar el desarrollo de nuevos farmacos, asi como la
implementacién de estrategias para dirigir los efectos de estas terapias.

El neuroblastoma (NB) comprende entre el 8 y 10 % del total de los canceres que afectan a
nifios (0-14 afos de edad) en paises como los Estados Unidos de América, Australia, y
Europa, mientras que la frecuencia es generalmente mas baja (3 %) en paises
latinoamericanos y en algunas ciudades de Asia, como Tianjin, China y Delhi y Madras en
la India (Parkin et al., 1998).

En México, la frecuencia de NB es de 2.7 %. Es posible que la baja incidencia de
neuroblastoma en niflos mexicanos se deba a la dificultad para diagnosticar los casos con
el prondstico mas favorable, algunos de los cuales pudieron haber presentado regresion
espontanea (Judrez-Ocafa et al., 2009) pues mediante programas de evaluacion mas
precisos utilizados en paises desarrollados se ha demostrado que algunos pacientes
pueden presentar regresion espontanea en alrededor del 50 % de los casos (Frisch et al.,
2004; Oue et al., 2004).

Antes de considerar la posibilidad de que los nifios mexicanos puedan tener una menor
susceptibilidad y/o una exposicion menor a factores de riesgo que condicionen el
desarrollo de NB, debemos eliminar la posibilidad de que esta aparentemente mas baja
susceptibilidad se deba Unicamente a una menor sospecha de la presencia de
neuroblastomay a la dificultad para establecer un diagnéstico.

Es necesario implementar un mejor seguimiento en los pacientes con NB con el fin de
obtener una evaluacidon d6ptima del estado general de esta enfermedad en México. El
presente trabajo constituye una revision de los tratamientos farmacolégicos actuales del
neuroblastoma, tomando como base la explotacion de rutas apoptdéticas y de sus
moléculas, en funcion del sistema internacional de su clasificacion clinica. Lo anterior con
el objeto de crear una referencia para optimizar el diagndstico y el tratamiento de esta
enfermedad en nuestro pais.
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EXPOSICION DEL TEMA

1 Moléculas Involucradas en la Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada involucrada en el desarrollo
embrionario y en la homeostasis de tejidos normales de organismos multicelulares
(Thompson, 1995; Jacobson et al.,, 1997). Es un proceso caracterizado por cambios
estructurales tipicos que incluyen encogimiento celular, aburbujamiento de la membrana,
condensacién de la cromatina y fragmentacion del DNA nuclear (Kerr 1971, Wyllie et al.,
1980). Defectos en la regulacion de la apoptosis pueden conducir a enfermedades
humanas como el cancer y desérdenes degenerativos (Thompson 1995).

La muerte celular apoptdtica permite la eliminacion de células dafiadas, de células que se
encuentran fuera de su localizacién normal o que se han hecho superfluas, a partir de
protedlisis controladas de los componentes celulares como resultado de la activacion de
un programa interno (Ellis y Horvitz, 1986; Kerr y Harmon, 1991). La sefal para la
ejecucion de apoptosis en la célula puede provenir de varios estimulos: sefiales quimicas
asociadas a receptores de membrana especificos para muerte celular (Tewari y Dixit,
1995), privaciéon de factores de crecimiento (Deckwerth y Johnson, 1993), radiacion
ionizante (Datta et al., 1997) y drogas antineoplasicas (Fearnhead et al 1997). A pesar de
la existencia de una variedad de sefales de muerte, las caracteristicas clave de ejecucidn
se presentan de manera muy similar, la sefial de muerte converge con la activacién de un
conjunto de proteasas, que a su vez hidrolizan substratos protéicos (Chinnaiyan y Dixit,
1996) dando asi origen a la morfologia apoptética caracteristica.

La apoptosis es regulada ya sea por receptores de membrana para muerte celular o por
proteinas pro y antiapoptdticas de la familia Bcl-2. Esta familia de proteinas esta dividida
en dos subgrupos: uno de ellos es la llamada familia “multidominio” que incluye a los
dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 y que agrupa miembros proapoptéticos tales como Bax y
BAK1/Bak, asi como proteinas de sobrevivencia, por ejemplo: Bcl-2, BCL2L1/Bcl-XL, y
MCL1. El otro subgrupo es la familia Unica con el dominio de muerte celular BH3, un grupo
grande de inductores de la apoptosis, tales como PMAIP1/Noxa y BCL2L11/Bim que son
activados por varios estimulos. En el momento de decisién de la muerte celular, el
Citocromo c (Cit ¢) es liberado fuera de la mitocondria e induce la formacion del llamado

6
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“apoptosoma”, complejo que conduce a la activacion de la caspasa 9, asi como de las
caspasas efectoras (Obexer et al., 2009).

1.1 Receptores de muerte

El término receptor de muerte (DR) se refiere a un grupo de ocho miembros de la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR) que son proteinas
transmembranales de paso simple (Ashkenazi, 2002). Los receptores de muerte son los
Unicos miembros de esta familia cuyos extremos citopldsmicos contienen una secuencia
conservada de 80 aminoacidos llamada dominio de muerte (DD). En el contexto celular
apropiado, la activacion de un receptor de muerte conduce a la formacion de un complejo
de sefializacion inductor de muerte (DISC) en el dominio de muerte y a la subsecuente
activacion de cascadas rio-abajo, conduciendo a la muerte de la célula que expresa el
receptor (Ashkenazi, 2002; Peter et al., 2007). Fisioldgicamente, la activacién del receptor
de muerte puede ocurrir en cis, mediante un ligando transmembranal expresado en la
misma célula que el receptor, o en trans, a partir de la expresion del ligando en la
superficie de otras células o por el ligando liberado en el medio extracelular (Haase et al.,
2008). La activacién de los miembros de la familia de receptores de muerte por sus
respectivos ligandos, trae como resultado la transduccion de sefiales tanto apoptédticas
como de sobrevivencia.

Hasta ahora, se han caracterizado ocho miembros de la familia de receptores de muerte
(Figura 1): el receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1; también conocido como
DR1, CD120a, p55 y p60), CD95 (también conocido como DR2, APO-1y Fas), DR3 (o APO-3.
LARD, TRAMP y WSL1), el receptor ligando inductor de la apoptosis relacionado a TNF 1
(TRAILR1; conocido también como DR4 y APO-2), TRAILR2 (DR5, KILLER y TRICK2), DR6,
receptor a ectodisplasina A (EDAR) y el receptor del factor de crecimiento neuronal (NGFR)
(French y Tschopp, 2003; Wajant, 2003). Estos se distinguen por una regién citopldsmica
de ~80 residuos conocida como dominio de muerte. Cuando estos receptores son
activados por sus ligandos correspondientes, un conjunto de moléculas es reclutado hacia
el DD y subsecuentemente, se activa una cascada de sefializacion. Los ligandos de muerte
también interactian con receptores sefiuelo (DcRs) (receptores que se piensa se
encuentran en forma soluble por carecer de una regién transmembranal) que no poseen
dominios de muerte y por lo tanto no pueden formar complejos de sefializacién. A la
fecha, se han caracterizado cuatro receptores sefiuelo: TRAILR3 (o DcR1), TRAILR4
(también conocido como DcR2) DcR3 y osteoprotegerina (OPG) (Lavrik et al., 2005).

1.1.1 Fas (APO-1/CD95)



Fas (APO-1/CD95) es un miembro de la familia del receptor de TNF, un grupo de proteinas
transmembranales tipo | (Ashkenazi y Dixit, 1998). Fue identificado en 1989 como un
blanco para anticuerpos que inducen apoptosis en varias lineas celulares humanas
(Trauth, 1989). El Fas humano estd conformado por 325 aminoacidos con una secuencia
sefial en el extremo NHz-terminal y una region de membrana en medio de la molécula
(Ekert y Vaux, 1997). El gen Fas (12 kb, 9 exones, localizado en el cromosoma humano 10),
se expresa en diferentes lineas celulares y tejidos con una variabilidad considerable. El
dominio extracelular de esta proteina esta formado por tres subdominios ricos en cisteina,
codificados por los exones 2, 3 y 4, mientras que la zona citopldsmica, incluyendo la regiéon
regulatoria (dominio de muerte), se encuentra en el exén 9.

Fas (APO-1/CD95) es un receptor de superficie celular esencial para la regulacion del
sistema inmunoldgico (Nagata, 1997), especialmente para respuestas mediadas por
células T, el mantenimiento del privilegio inmune (Abbas, 1996) y la prevencion de la
produccion de anticuerpos (Rathmell et al., 1996). Una familia de proteasas de cisteina,
llamadas caspasas (Alnemri et al.,, 1996) juega papeles criticos en la muerte celular
apoptadtica inducida por Fas.

Fas es una molécula de membrana homotrimérica en la que cada trimero de FasL se une a
tres moléculas del receptor Fas sobre la superficie de la célula blanco. Esto trae como
resultado el agrupamiento de los DD de los receptores, los cuales después reclutan al
dominio de muerte asociado a Fas (FADD) al unirse a los dominios de muerte de FADD.
FADD no solo contiene un DD, sino también un dominio efector de muerte (DED) que se
une a un dominio andlogo repetido en tdndem dentro de la forma cimdgena de la caspasa
8. El complejo del receptor de Fas (trimero), FADD y la caspasa 8 es llamado DISC. A partir
del reclutamiento por FADD, la oligomerizacién de la caspasa 8 conduce a su activacion
mediante protedlisis de si misma (Muzio et al., 1998). La caspasa 8 activa entonces la
cascada rio-abajo de las caspasas, comprometiendo a la célula hacia la apoptosis (Ekert y
Vaux, 1997).

1.1.2 Fas Ligando (FasL, CD95L o APO-1L))

FasL fue purificado en 1993 a partir de la fraccion de membrana solubilizada de una linea

citotéxica de células T que se observé que mataba células blanco que expresaban Fas, no

asi a aquellas que no lo expresaban; finalmente, se cloné el cDNA de FasL (Takahashi et

al., 1994). El gen de Fas se localiza en el cromosoma humano 1 y comprende 5 exones.

Codifica una proteina de 40 kDa que no posee una secuencia sefial en el extremo NHz,

pero si tiene un dominio de aminoacidos hidrofébicos en medio de la molécula, con la
8



region C-terminal fuera de la célula. Esta region extracelular comparte una alta homologia
con la regién correspondiente de otros miembros de la familia TNF. FasL es expresada casi
exclusivamente por lineas celulares T activadas. La expresién de FasL puede ser inducida
en células T a través de la activacion del receptor de la célula T (Ekert y Vaux, 1997).

Fas y algunos miembros de esta familia (receptores de muerte) tienen un dominio de
muerte en su region citopldsmica, la cual es esencial para la induccién de la apoptosis. El
Unico ligando fisioldgico conocido de Fas, FasL (CD95L o APO-1L), pertenece a la familia de
citocinas relacionadas a TNF (Nagata, 1997). Como muchos de sus parientes, FasL es
sintetizado como una molécula transmembranal y los trimeros solubles de FasL pueden
generarse a través de procesos mediante una metaloproteasa (Schneider et al., 1998;
Tanaka et al., 1998).

Fas y FasL juegan un papel importante en tres principales tipos de apoptosis fisioldgica: (i)
delecién periférica de células T maduras activadas al final de la respuesta inmunoldgica;
(ii) la muerte de blancos como células infectadas por virus o células cancerosas por células
T citotdxicas y por células natural killer; y (iii) la muerte de células inflamatorias en sitios
de “privilegio inmune” (Ashkenazi y Dixit, 1998).

1.1.3 TRAIL

El ligando inductor de la apoptosis relacionado a TNF (TRAIL), también conocido como
Apo-2L, es un miembro de la superfamilia TNF (Wiley et al., 1995; Pitti et al., 1996) y es
capaz de inducir apoptosis en varios tipos celulares, incluyendo células tumorales e
infectadas con virus, no asi en células normales (Griffith y Lynch, 1998; Ashkenazi y Dixit,
1999; Sedger et al., 1999). Se han identificado cinco receptores TRAIL: los receptores de
muerte 4 (DR4/TRAIL-R1) y DR5/TRAIL-R2 tienen la habilidad de iniciar la cascada de
sefializacion de la apoptosis después del ligamiento, mientras que los receptores sefuelo
1 (DcR1/TRID/TRAIL-R3) y DcR2/TRAIL-R4/TRUNDD carecen de dicha propiedad. Se ha
reportado que los receptores sefiuelo TRAIL-R3 y -R4, evitan la apoptosis extensiva en
células y tejidos que expresan tanto TRAIL como los receptores de muerte TRAIL-R1 y —R2.
La osteoprotegerina es un receptor sensible a TRAIL y también puede actuar como un
receptor sefiuelo. El balance de los niveles de expresidon entre los receptores y los
sefiuelos de muerte es un factor importante que determina el efecto apoptdtico de TRAIL
(Ashkenazi y Dixit, 1999; Griffith y Lynch, 1998).

TRAIL se expresa en una amplia variedad de células humanas, incluyendo células T,
monocitos, células dendriticas y células natural killer (Thomas y Hersey, 1998; Kayagaki et
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al., 1999). La expresion de TRAIL ha sido implicada en la toxicidad de estos tipos celulares
contra células tumorales y células normales como las células T. De hecho, existen estudios
gue indican el papel de TRAIL en la sobrevivencia inmunoldgica de células tumorales por
células NKy T (Smyth et al., 2003), asi como en la apoptosis de timocitos y en la induccién
de enfermedades autoinmunes (Lamhamedi-Cherradi et al., 2003).

1.1.4 TNFR1

El receptor del factor de necrosis tumoral 1 es una proteina de 55kDa expresada en una
amplia variedad de lineas celulares. Es activada por su ligando TNF-a el cual es producido
principalmente por macroéfagos y células T activados en respuesta a infecciones. El
ligamiento de TNFR1 genera la activacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1,
conduciendo a la induccién de genes proinflamatorios e inmunomoduladores. En algunos
tipos celulares, TNF-a también induce apoptosis (Ekert y Vaux, 1997).

1.1.5DR3

El receptor de muerte 3 (DR3), también conocido como TNFRSF25, TRAMP, LARD o WSL-1
es un receptor de la familia TNF que contiene un dominio de muerte que, al igual que el
receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1), se une a la molécula adaptadora
(TRADD) a través de su dominio de muerte citoplasmico. El reclutamiento de TRADD dota
a DR3 de una doble capacidad para activar la sefalizacion de NF-kB y MAP-cinasa (MAPK)
o para disparar alternativamente la activaciéon de las caspasas y la muerte celular
programada (Screaton et al., 1997; Wen et al., 2003). Sin embargo, a diferencia de TNFR1,
el cual se expresa ampliamente, DR3 se expresa principalmente en linfocitos T (Screaton
et al., 1997; Su et al., 2004). El ligando para DR3 fue identificado en 2002 como el ligando
similar a TNF (TL1A) de la familia TNF (Migone et al., 2002). Cuando se suministra a ciertas
lineas celulares tumorales, TL1A puede inducir apoptosis después de la adicion de
ciclohexamida. Sin embargo, en células T primarias, se ha reportado que TL1A incrementa
la proliferacidn y la produccién de interleucina-2 (IL-2) y de interferén y (IFN-y) inducido
por la unién cruzada al receptor de la célula T (TCR) (Papadakis et al., 2004).

1.1.6 DR6

El receptor de muerte 6 (DR6) es un receptor perteneciente a la superfamilia TNFR, posee
un dominio de muerte y su expresién se observa en varios tejidos, incluyendo los linfoides
(Pan et al., 1998; Liu et al., 2001; Zhao et al., 2001). Sin embargo, las funciones fisioldgicas
completas de DR6 son aln desconocidas. Algunos estudios hechos en ratones con
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deficiencia de DR6 han demostrado que éste funciona como un regulador importante de
la proliferacién de las células T CD4" y la diferenciacién de linfocitos T helper (Th) (Liu et
al., 2001; Zhao et al., 2001 ). No obstante, debido a que interacciones entre las células By
T les proveen de sefiales mutuamente benéficas que conducen a una respuesta inmune
protectora, la disrupcion dirigida de DR6 puede también tener efectos intrinsecos tanto en
las células B, en su respuesta y en la respuesta humoral (Schmidt et al., 2003).

1.1.7 EDAR

El receptor a ectodisplasina (EDAR) y otros receptores estructuralmente similares XEDAR y
TRQY, son miembros de la superfamilia TNFR que sefializa predominantemente via el
factor nuclear NF-kB y sus factores de transcripcion (Mikkola y Thesleff, 2003). El ligando
de EDAR, EdaA1l, un producto del gen Ectodisplasina (Eda), difiere del ligando de XEDAR,
EdaA2, por la presencia de solamente dos aminodacidos adicionales en el motivo TNF
(Bayés et al., 1998; Yan et al., 2000; Hymowitz et al., 2003). A pesar de estas diferencias
estructurales menores, EdaAl y EdaA2 muestran una alta especificidad hacia sus
respectivos receptores (Yan et al., 2000; Hymowitz et al., 2003). La unién de EdaAl a EDAR
resulta en el reclutamiento de la proteina auxiliar EDARADD, la cual se une a las proteinas
seleccionadas del factor asociado a TNFR (TRAF) TRAF1/2/3 y 5/6 (Yan et al., 2000;
Headon et al., 2001; Morlon et al., 2005). La proteina 2 de union a TAK1 (TAB2) es una
proteina adaptadora que puentea a TRAF6 con TAK1 (cinasa 1 activada por TGF-8),
permitiendo la activacién de TAK1 y la subsecuente activacion de factores de transcripcion
de NF-kB, su translocacién hacia el nucleo, y la modulacion de la actividad de los genes
blanco correspondientes (Morlon et al., 2005).

1.2 Rutas de sefializacion

Se pueden distinguir dos tipos de complejos de sefializacion de DR. El primer grupo
comprende los complejos de sefalizacién inductores de muerte que se forman en el
receptor Fas, TRAILR1 o TRAILR2 (Peter y Krammer, 2003). Estos tres receptores reclutan
DISCs con composiciones similares. La formaciéon del DISC trae como resultado la
activacion de la caspasa 8, que juega un papel central en la transduccién de la sefial
apoptotica. El segundo grupo estd conformado por TNFR1, DR3, DR6 y EDAR. Estos
reclutan a un conjunto diferente de moléculas, las cuales se encargan de la transduccion
de sefales apoptdticas y de sobrevivencia (Lavrik et al., 2005).

1.2.1 Seializacién por CD95/Fas y TRAILR
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Los complejos de sefializacién inductores de muerte de Fas y TRAILR1/TRAILR2, consisten
de receptores oligomerizados, probablemente trimerizados, la molécula adaptadora que
contiene a FADD, dos isoformas de procaspasa 8 (procaspasa8/a y procaspasa 8/b),
procaspasa 10 y la proteina celular inhibidora de FLICE (enzima convertidora de
interleucina-1 beta similar a FADD) forma larga de la proteina inhibidora similar a FLICE
(FLIPL/S) (Peter y Krammer, 2003). Las interacciones entre las moléculas en el DISC se
basan en contactos homotipicos. El dominio de muerte del receptor interactua con el de
FADD, mientras que el DED de FADD interactua con los NHz-terminales en tandem de los
DEDs de la procaspasa 8, procaspasa 10 y FLIP/S. Se cree que la activacion de la
procaspasa 8 sigue un modelo de “proximidad inducida” en el cual, altas concentraciones
locales de procaspasa 8 en el DISC, llevan a su activacidn autoproteolitica. Un proceso de
rotura que involucra varios pasos, lo que resulta en la formacion de un heterotetrdmero
de la caspasa 8 que contiene dos subunidades grandes (p18) y dos subunidades pequenas
(p10), que es entonces liberado hacia el citosol para propagar la sefial apoptdtica. La
procaspasa 10 es activada también en el DISC, formando un heterotetramero activo
(Sprick et al., 2002). Sin embargo, existe controversia respecto a si la caspasa 10 puede
desencadenar la muerte celular en ausencia de la caspasa 8, en respuesta a la
estimulacion por Fas o TRAILR1/R2. Por lo tanto, el papel de la caspasa 10 no estda muy
claro. FLIPL y FLIPS inhiben la activacién de la procaspasa 8 en el DISC al bloquear su
procesamiento. Existe evidencia creciente de que FLIPL también facilita la activacion de la
procaspasa 8 en el DISC al formar heterodimeros de FLIPL—procaspasa 8 (Micheau et al.,
2002; Chang et al., 2003).

Se han establecido dos tipos de sefalizacién de Fas. Las células tipo | se caracterizan por
altos niveles de formacién de DISC y cantidades incrementadas de caspasa 8 activa. La
caspasa 8 activada conduce directamente a la activacién rio-abajo de caspasas efectoras.
En las células tipo I, existen niveles mas bajos de formacién de CD95 DISC y, por lo tanto,
niveles inferiores de caspasa 8 (Scaffidi et al., 1998). En este caso, la seializacidn requiere
de una amplificacion adicional que involucra la activacion de la proteina de la familia de
Bcl-2, Bid (dominio de muerte agonista que ineractua con BH3), por la caspasa 8, para
convertirla en Bid truncado (tBid), con la subsecuente liberacién del citocromo ¢ mediado
por tBid fuera de la mitocondria. La liberacion de Cit ¢ desde la mitocondria trae como
resultado la formacién del apoptosoma, seguido de la activacién de la procaspasa 9, que a
su vez rompe caspasas efectoras rio-abajo (Korsmeyer et al., 2000). La sefalizacion tipo Il
de Fas puede ser bloqueada por miembros de la familia Bcl-2, como Bcl-2 y BcelxL (Willis et
al., 2003). La sefializacion rio-abajo de los receptores de TRAILR1/R2 es similar a la de Fas
(Lavrik et al., 2005).
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1.2.2 Sefializacién por TNFR, DR3 y DR6

La seializacién de TNF-R1 difiere de la del receptor Fas o de la apoptosis inducida por
TRAILR1/R2 (Varfolomeev y Ashkenazi, 2004). Se postula que la estimulacion de TNFR1
trae como resultado la formacidon de dos complejos de sefializacién (Micheau y Tschopp,
2003). El complejo | -formado en la membrana- comprende TNFR1, TNF, RIP (proteina que
interactua con receptores), TRADD (proteina de dominio de muerte asociada a TNFR),
TRAF-1/2 y probablemente otras moléculas hasta ahora no identificadas. Se ha propuesto
gue este complejo dispara la activacién de la ruta de sefializacion de NF-kB a través del
reclutamiento del complejo IKK (cinasa IkB) y activa a INK (cinasa N-terminal que fosforila
a c-Jun) a través de un mecanismo dependiente de TRAF-2. El complejo | carece de FADD y
de procaspasa 8, pero se ha reportado que se transloca hacia el citosol, donde FADD,
procaspasa 8/10 y FLIPL/S son reclutados para formar el llamado traddosoma o complejo
Il (Micheau y Tschopp, 2003). La activaciéon de la procaspasa 8 se lleva a cabo en el
traddosoma vy esta seguida de la sefializaciéon de la muerte rio-abajo. En este modelo, la
eleccidon entre sobrevivencia y muerte depende de la eficiencia en la formacion del
complejo Il, activacion de la caspasa 8 y de la cantidad de FLIP presente en las células que
bloquean la activacién de la procaspasa 8 en el complejo Il. Las rutas de sefializacién de
DR3 y DR6 se tienen menos caracterizadas (Bhardwaj y Aggarwal, 2003). RIP y TRADD son
reclutados hacia el complejo del receptor, y DR3 y DR6 promueven la activaciéon de NF-kB
gue conduce a la expresion de genes de sobrevivencia (Karin y Lin, 2002; Bhardwaj vy
Aggarwal, 2003).
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Figura 1. Miembros de la familia de receptores de muerte (DR): el receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1; también conocido
como DR1, CD120a, p55 y p60), Fas (también conocido como DR2, APO-1 y CD95), DR3 (o APO-3. LARD, TRAMP y WSL1), el receptor
ligando inductor de la apoptosis relacionado a TNF 1 (TRAILR1,; conocido también como DR4 y APO-2). Cuando estos receptores son
activados por sus ligandos correspondientes, un conjunto de moléculas es reclutado hacia el dominio de muerte (DD) y
subsecuentemente, se activa una cascada de sefializacion.

1.3 La Familia Bcl-2

La familia de proteinas relacionadas con Bcl-2 (Figura 2) es primordial en la regulacién de
la apoptosis. Bcl-2 fue identificado en el punto de quiebre cromosémico de linfomas con
células B. Hoy en dia, se sabe que Bcl-2 pertenece a una familia creciente de productos
reguladores de la apoptosis que pueden promover la sobrevivencia celular (Bcl-2, Bcl-XL,
Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl-1) o inducir la muerte celular (Bax, Bak, Bcl-XS, Bad, Bid, Bik, Bim, Hrk,
Bok) (Reed, 1994; Cory, 1995; Thompson, 1995; Yang y Korsmeyer, 1996; Kroemer, 1997).

La relacidon entre antagonistas de muerte (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl-1) o de
agonistas (Bax, Bak, Bcl-XS, Bad, Bid, Bik, Bim, Bok, Hrk) influye en la susceptibilidad de las
células a la apoptosis. Este redstato de muerte/vida estd mediado, al menos en parte, por
dimerizacion competitiva entre pares selectivos de antagonistas y agonistas (Sedlak et al.,
1995). Partiendo de que cada miembro de la familia Bcl-2 es expresado en un tipo celular,
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la diferenciacidn y la activacidon estadio-especifica, asi como una red de pares de proteinas
que interactlan entre si (por ejemplo: Bcl-2/Bax, Bcl-XL/Bak, Mcl-1/Bok, entre otros)
influyen en el destino de las células. La comparacién de secuencias y el analisis mutacional
han revelado la existencia de hasta cuatro dominios de homologia de Bcl-2 (BH1, BH2, BH3
y BH4), todos antiapoptdticos. Varios de los miembros proapoptdticos de la familia Bcl-2
(Bax, Bak, Bok) poseen tres de dichos dominios: BH1, BH2 y BH3, los cuales estan
involucrados en la formacién de homodimeros y heterodimeros entre miembros de la
familia Bcl-2. El cuarto dominio de BH (BH4) se encuentra Unicamente en los antagonistas
de muerte y esta involucrado en la interaccién con proteinas que no pertenecen a la
familia Bcl-2, tales como Bag-1 y Raf-1. Varios de los antagonistas de muerte, Unicamente
poseen un dominio BH3 (Bad, Bid, Bim, Hrk) y forman asi la rama “Unica de BH3” de la
familia Bcl-2. A pesar de que proteinas de la familia Bcl-2 contienen dominios BH3, existen
diferencias secuenciales que claramente distinguen al dominio BH3 de los miembros antiy
proapoptoticos de la familia. Por lo tanto, el cambio de un segmento de 23 aminoacidos
alrededor de BH3 convirtié a Bcl-2 de antagonista en agonista de muerte (Hunter y
Parslow, 1996).

Los miembros antagonistas y promotores de muerte de la familia Bcl-2 funcionan como
oncogenes potenciales y como genes supresores de tumores, respectivamente. Varios
tumores, hiperexpresan inhibidores de la apoptosis o hipoexpresan miembros inductores
de muerte de la familia Bcl-2. Bcl-2 y sus homdlogos pueden intervenir en la oncogénesis
en un primer nivel al favorecer la persistencia de células mutadas que, en circunstancias
normales, serian eliminadas por apoptosis. En este nivel, Bcl-2 por si sola tiene un
potencial transformador bajo. Requiere de la cooperaciéon de los otros oncogenes, por
ejemplo: c-myc, para producir tumores in vivo (Reed, 1994; Cory, 1995; Thompson, 1995;
Yang y Korsmeyer, 1996). En un segundo nivel, la seleccion darwiniana de células
cancerosas por condiciones intrinsecas adversas (suministro limitado de nutrientes,
reduccion en la disponibilidad de oxigeno) y/o agentes terapéuticos (quimioterapia,
radioterapia) pueden favorecer la sobrevivencia de células proliferativas que
sobreexpresan productos genéticos antiapoptdticos. En otras palabras, Bcl-2 contribuye
no solo a los origenes del cancer, sino también a las dificultades para tratarlo (Croce,
2008).

Desbalances en la relacién de proteinas anti y proapoptdticas de Bcl-2 pueden favorecer la
sobrevivencia de las células tumorales en lugar de conducirlas a la muerte (Antonsson y
Martinou, 2000). Bcl-2 or Bcl-XL se expresan en gran medida en el tejido neuronal en
desarrollo. Ademas, se ha reportado la expresidn alterada de proteinas de la familia Bcl-2
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en varios canceres humanos, incluyendo al neuroblastoma (Reed, 1999). La
sobreexpresién de Bcl-2 o Bcl-XL acelerada por transfeccion en células de neuroblastoma,
tuvo como resultado resistencia farmacolédgica adquirida a una variedad de agentes
anticancerigenos (Fulda y Debatin, 2002 a).

Superfamilia Bcl-2
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Figura 2. Miembros anti-apoptoticos y pro-apoptaticos de la familia Bcl-2, asi como sus principales funciones (Modificado
de Kelekar y Thompson, 1998).

1.4 p53

El supresor de tumores p53, es un modulador clave en la respuesta celular al estrés. Esta
proteina se activa en respuesta a dafio al DNA, hipoxia, infeccidn viral o la activacién de
oncogenes. Esto conduce a diversos efectos bioldgicos, tales como la detencién del ciclo
celular, apoptosis, envejecimiento, diferenciacion y antiangiogénesis (Vousden y Lu,
2002). p53 es el gen alterado con mayor frecuencia en el cdncer humano (Hainaut et al.,
1997) y la ausencia de p53 funcional permite la inmortalizacidn celular y predispone a las
células a la transformacién neopldsica (Ryan et al., 2001). p53 modula en gran medida

varias de sus funciones clave mediante la transactivacion (incremento en la tasa de
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expresion de un gen a partir de procesos bioldgicos o métodos artificiales) o la
transrepresion de sus genes blanco (Bargonetti y Manfredi, 2002; Vousden y Lu, 2002). La
mayoria de las mutantes de p53 derivadas de tumores, presentan defectos en
acoplamientos al DNA, lo cual apoya la idea del papel clave de la transactivacion
(incremento en la tasa de expresidén génica mediante procesos bioldgicos o artificiales) a
partir de p53 para producir neoplasias. Se han identificado y caracterizado varios genes
gue responden a p53, los cuales participan en rutas celulares rio- abajo tales como el
arresto del crecimiento, diferenciacidon celular o apoptosis. El arresto del ciclo celular
durante la fase G1 dependiente de p53 estd mediado principalmente por p21WAF1, un
inhibidor de cinasas dependiente de ciclinas (el- Deiry et al., 1992). Se ha propuesto el
papel de varios genes blanco de p53 en la apoptosis, tales como Bax, Bid y PUMA
(modulador de la apoptosis por p53-sobreregulado) y las proteinas transmembranales
Perp, Fas y Killer/Dr5. Las proteinas Bax, Bid y PUMA inducidas por p53, activan una ruta
intrinseca para producir muerte celular. Fas y Killer/Dr5 inducen apoptosis celular a través
de una ruta extrinseca. Los diversos genes proapoptdticos transactivados por p53,
permiten sugerir o bien indican que éstos pueden jugar un papel en diferentes contextos
en los que la apoptosis depende de esta molécula (Polyak et al., 1997).

Un evento frecuente en el origen y la progresion de varios tumores, es la pérdida de la
funcion del gen de p53, el cual activa el fendmeno apoptético. p53 puede producir
apoptosis mediante transactivacion transcripcional especifica, probablemente de Bax, que
promueve la apoptosis. En algunos casos, Bax no es necesario para la apoptosis
dependiente de p53, como en el caso de timocitos tratados con radiacion y (Knudson et
al., 1995), donde otros factores pueden ser mas importantes; por ejemplo, Bcl-XL puede
inhibir la apoptosis mediada por p53 in vitro. No esta claro si el fendmeno apoptoético en
NB depende de otra ruta diferente a la de p53. Se ha demostrado que algunos miembros
de la familia Bcl-2 pueden inhibir la apoptosis mediada por p53 (Schott et al., 1995), pero
que ello no se debe ni a la inhibicion de la translocacién nuclear de p53, ni al arresto del
crecimiento mediado por esta molécula. Parece ser que Bcl-2 termina la sefial que activa
la maquinaria apoptdtica como resultado de dafio al DNA (Mejia et al., 1999).

p53 puede responder también al estrés celular induciendo apoptosis, la cual de acuerdo
con el tipo celular puede ser dependiente o independiente de transcripcion. En algunos
tipos celulares, p53 induce la transcripcidon de Bax, gen proapoptético que forma poros
mitocondriales, lo cual conduce a la liberacidn citosélica del Cit ¢, que activa las caspasas e
induce la apoptosis (Kirsch and Kastan, 1998). Bax puede también formar heterodimeros
con Bcl-2, cuya transcripcion puede ser reprimida por p53. El contexto en el que la célula
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experimenta arresto del crecimiento o apoptosis es multifactorial, pues depende del tipo
celular, la fase del ciclo celular, el estadio de diferenciacion, la presencia de otras
anormalidades oncogénicas, el crecimiento externo, factores de sobrevivencia y de los
niveles de dano al DNA y de p53 inducido (Siddik, 2003.).

Debido a que la induccidn de p53 puede llevar a la apoptosis después de dafios al DNA, la
adquisicion de mutaciones en p53, puede promover tumorogénesis y generar
guimioresistencia. Varios estudios que evalian las mutaciones en p53 por andlisis de
polimorfismo conformacional de una sola hebra (SSCP), seguidos de secuenciacion directa,
han mostrado que son raras las mutaciones de p53 en tumores de neuroblastoma
(Imamura et al., 1993; Komuro et al., 1993; Vogan et al., 1993; Mejia, et al., 1999) y en
lineas celulares del mismo tipo (Davidoff et al., 1992). Sin embargo, p53 es facilmente
detectable en tejido de neuroblastoma y en lineas celulares, donde tiene una vida media
prolongada de 6-10 horas, existiendo incrementos en la transcripcion (Hoehner et al.,
1997). La estabilizacion de p53 puede ocurrir a través de mecanismos como la mutacion,
en los que puede existir unidon a oncoproteinas virales, pero en lineas celulares de NB
usando coinmunoprecipitacion no se ha observado el acoplamiento de p53 al antigeno T
viral SV40 o a la proteina de choque térmico-70 (Davidoff et al., 1992).

1.5 N-MYC

El oncogen relacionado a la mielocitomatosis viral, (MYC, “N” por derivado de
neuroblastoma) es un miembro de la familia de protooncogenes myc en la cual, MYC, N-
MYCy L-MYC, presentan un fuerte potencial oncogénico (Mukherjee et al., 1992). El gen
MYC se expresa en una amplia variedad de tejidos, mientras que la expresion de N-MYC
estd restringida a estadios tempranos del desarrollo embrionario; lo cual es punto a su
favor como potencial blanco terapéutico. Las alteraciones genéticas, incluyendo Ia
amplificacion de genes, la translocacion y sobreexpresién de cromosomas, resultado de la
desregulacion en la expresion de MYC, se han encontrado en una amplia variedad de
tumores (Westermann y Schwab, 2002). La delecién homocigética dirigida de MYC y N-
MYC en ratones, genera letalidad embrionaria, mientras que su sobreexpresidon en
modelos transgénicos de ratén, produce una amplia variedad de tumores, lo cual sugiere
gue ambos juegan un papel crucial tanto en el desarrollo embrionario como en el
desarrollo oncogénico.

Los miembros de la familia MYC son factores de transcripcidon que contienen un dominio

de activacidn transcripcional en su regién NH2, y un dominio de regulaciéon transcripcional

con un dominio de cierre de leucina base/hélice-loop-hélice (bHLHzip) localizado hacia el
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extremo C-terminal. Las proteinas de MYC forman heterodimeros con la proteina MAX a
través de sus dominios conservados HLHZip y los complejos MYC/MAX activan la
transcripcién de un gran nimero de genes blanco al unirse especificamente al motivo de
la caja E, CACGTG, mediante su region basica. La proteina MYC tiene una vida media de
alrededor de 20-30 minutos, mientras que la expresiéon de MAX es abundante y constante
tanto en células quiescentes como en células proliferativas. En tejidos normales, existe un
control muy refinado de la actividad de MYC en la transcripcién dirigida de genes y en la
proliferacién celular. Sin embargo, una vez que el gen MYC es regulado a la alta durante el
desarrollo oncogénico, el balance entre MYC y MAX se ve perturbado vy
consecuentemente, los genes blanco de MYC se expresan anormalmente. Estos genes
blanco estdan extensamente involucrados en el crecimiento celular, la apoptosis y el
metabolismo, e incluyen protimocina a, ornitina descarboxilasa (ODC), telomerasa
reverso-transcriptasa (TERT) e Id2, un activador de la proteina del retinoblastoma y un
estimulador de la progresion del ciclo celular (Lasorella et al., 2000).

Recientemente, se demostrdo que los genes MYC también controlan la expresién de
proteinas a través de traduccién de mRNA, asi como la replicacion del DNA (Boon et al.,
2001; Patel et al., 2004; Koppen, 2007; Cole y Cowling, 2008). Ademas de su funcién en
oncogénesis, se ha descrito que los genes MYC también inducen apoptosis si se
sobreexpresan en células donde MYC no estd amplificado (Meyer et al., 2006). Esto podria
indicar que la amplificacion de los oncogenes MYC, requiere de un escenario genético
especifico y que podria haber relaciones letales con otros oncogenes.

N-MYC se localiza en el cromosoma 2p24; se encuentra amplificado en 20 a 25% de los
neuroblastomas (Figura 3), y usualmente estd presente en forma de dobles minutos
(fragmentos cromosdmicos) o de regiones tefiidas homogéneamente (Schwab et al.,
1984). El gen N-MYC, codifica un factor de transcripcidon que forma heterodimeros con la
proteina MAX (Wenzel et al., 1994). Evidencia de su involucramiento directo en el
desarrollo de NB se obtuvo a través de la construccion de un modelo de NB en ratones, en
el cual, el cDNA de N-MYC humano fue puesto bajo el control de un promotor de tirosina
hidroxilasa, conduciendo al desarrollo de NB (Weiss et al., 1997). La amplificacién del gen
N-MYC se encuentra casi siempre en tumores de alto riesgo y es un indicador de mal
prondstico (Brodeur et al., 1984).
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Figura 3. Amplificacién del oncogen N-MYC (F y G) Modificado de
http://jco.ascopubs.org/content/vol23/issued4/images/large/zIj0040518580002.jpeg

Se piensa que N-MYC es critico en la tumorogénesis del NB (Weiss et al., 1997), asi como
en el desarrollo normal del cerebro y otros tipos de desarrollo neural (Zindy et al., 2006).
Pacientes mayores de 1 aiflo con amplificacién de N-MYC mayores de 1 afio, tienen un 30%
de probabilidad de sobrevivir a pesar del uso de terapias multimodales agresivas,
incluyendo cirugia, quimioterapia, radioterapia y transplante de células troncales. Se cree
gue los niveles elevados de la expresion del gen N-MYC subsecuentes a la amplificacion,
son criticos en el comportamiento agresivo de los neuroblastomas que presentan
amplificacidn de este gen (Kohl et al., 1984).

1.6 Caspasas

Las caspasas son proteasas de cisteina que se expresan como proenzimas, presentando
tres dominios, incluyendo uno NH; terminal, una subunidad grande (~20 kDa) y una
subunidad pequeiia (~10 kDa). A la fecha, se han identificado al menos 14 caspasas
diferentes, las cuales juegan distintos papeles en apoptosis y procesos inflamatorios (Wolf
y Green 1999; Philchenkov, 2004). La activacién de las caspasas involucra el
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procesamiento proteolitico entre dominios, permitiendo la asociacion de las subunidades
grande y pequeia. Las caspasas activas funcionan como un tetrdmero consistente en dos
heterodimeros compuestos por una subunidad grande y otra pequena. Existe evidencia
substancial que soporta un modelo de cascada para la activacién de las caspasas. Las
caspasas iniciadoras, tales como 2, 8, 9 y 10, instigan la cascada apoptdtica y conducen a
la activacidn de las caspasas efectoras, que incluyen a las caspasas 3, 6 y 7 (Figura 4).

Funcién
Similitud en P .
Secuencias roenzima
rodominio larga corta
12 p g
11 iniciadora inflamacion ( j ') ')
13 Asp | X Asp | X
4 .
baja alta
5 Similitud de secuencia
1 inflamacion
entre caspasas
2 iniciadoral/efectora?
9 iniciadora
8 iniciadora
6 efectora
—— 3 efectora
—— 7 efectora sitios cataliticos

—— 10 iniciadora?

Enzima activa

Figura 4. Activacion de caspasas. Homologia de secuencias de las caspasas involucradas en la apoptosis (izquierda). Forma
inactiva (proenzima) de una caspasa, se esquematiza el prodominio (extremo NH2 terminal), la subunidad larga (de alrededor
de 20 kDa) y la subunidad corta (de alrededor de 10 kDa). Asp | X: residuos de aspdrtico o de escicion en los cuales otra
caspasa actua, transformando la proenzima (procaspasa) en una caspasa activa.

Las caspasas causan muerte celular mediante la hidrdlisis de varias proteinas celulares,
incluyendo laminas nucleares (Lazebnik et al., 1995), enzimas reparadoras del DNA como
la polimerasa de poly-ADP-ribosa (PARP) (Lazebnik et al., 1994), y proteinas del
citoesqueleto tales como actina (Mashima, 1995), fodrina (Cryns et al., 1996) y gelsolina
(Kothakota et al., 1997). La fragmentacién del DNA durante la apoptosis es causada en
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parte por una enzima conocida como DNasa activada por caspasas (CAD). Normalmente,
CAD existe como un complejo inactivo junto con el inhibidor de CAD (ICAD). Durante la
apoptosis, ICAD es proteolizado por la caspasa 3, generando la liberacién de CAD, que a su
vez dispara la fragmentacién rdpida del DNA (Sakahira et al., 1998). La actividad de las
caspasas esta estrechamente regulada por un conjunto de inhibidores enddgenos de
apoptosis, tales como algunos miembros de la familia de proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAPs), las cuales se caracterizan por la presencia de al menos un dominio
consistente en una repeticién de IAP de Baculovirus (BIR). Las IAPs incluyen a c-IAP1, c-
IAP2, NIAP, Survivina, IAP ligada a X (XIAP), Bruce, ILP-2, y Livina (Liston et a.l, 2003;
Nachmias et al., 2004).

1.6.1 La Caspasa 8

Mediante la activaciéon proteolitica, las caspasas efectoras rompen sus substratos e
inactivan proteinas esenciales para la sobrevivencia, conduciendo a la desintegracion de
las células (Hengartner, 2000). La caspasa 8 es una enzima clave en la cima de la cascada
apoptatica, involucrada tanto en la ruta extrinseca de receptores de muerte como en la
ruta intrinseca mitocondrial. Varios estudios han reportado que el gen de la caspasa 8 se
encuentra frecuentemente inactivado por metilacion en lineas celulares de NB (Hopkins-
Donaldson et al.,, 2000; Teitz et al., 2000; Eggert et al., 2001), alteracién descrita
principalmente en tumores agresivos y en aquellos de alto riesgo donde N-MYC se ve
amplificado. Recientes descubrimientos sugieren que la pérdida de la caspasa 8
contribuye al fenotipo metastdsico, de esta manera, se define a la caspasa 8 como un gen
supresor de la metastasis en NB (Stupack et al., 2006). Se ha demostrado que el proceso
de metastasis en NB se ve favorecido por la pérdida simultdnea de la caspasa 8 y de la
integrina a3B1, lo cual subsecuentemente desarticula la muerte mediada por integrinas
(IMID) (Teitz et al., 2006).

La caspasa 8 posee un papel importante en la ruta apoptética mediada por receptores de
muerte. Esta ruta, también llamada extrinseca, es iniciada por miembros de la
superfamilia de receptores de muerte. La unién del ligando (por ejemplo: FasL) a su
receptor (FasR) induce la agregacién de los receptores, conduciendo al reclutamiento de
FADD vy de la procaspasa 8. La procaspasa 8 es entonces activada proteoliticamente, lo
cual trae como resultado la activacidon de las caspasas efectoras rio-abajo, conduciendo a
la apoptosis. La caspasa 8 activa puede también romper a Bid (tBid), tBid se transloca
hacia la mitocondria y promueve la liberacion del Cit ¢, activando de esta manera la ruta
mitocondrial (o intrinseca) (Hengartner 2000; Krammer et al 2007).
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1.7 Inhibidores de la apoptosis (IAPs)

La familia de inhibidores enddgenos de las caspasas, IAPs, comprende proteinas tales
como XIAP, clAP1, clAP2, survivina, Livina (ML-IAP). Se ha reportado que las IAPs inhiben
las caspasas activas 3y 7, y evitan la activacion de la caspasa 9 (Figura 5) (Altieri, 2001;
Igney y Krammer, 2002). Ademas de modular la apoptosis, miembros de las IAPs como la
survivina han sido implicados en la regulacién de la mitosis (Altieri, 2001). Se ha reportado
gue la expresion elevada de survivina en muestras de tumores de neuroblastoma estd
relacionada con estadios avanzados del tumor y un mal prondstico. A pesar de que el
mecanismo de sobreexpresion de survivina en neuroblastoma no ha sido completamente
esclarecido, la amplificacion de su gen en el cromosoma 17q podria estar involucrada
(Altieri, 2001). La actividad de las IAPs estad controlada en varios niveles, por ejemplo,
mediante el factor de transcripcién NF-kB, que puede inducir la expresién de clAP1, clAP2
y XIAP (Fulda y Debatin, 2002 b). Las IAPs son reguladas negativamente a partir de la
protedlisis mediada por caspasas. Ademas, las proteinas Smac/DIABLO (segundo activador
de caspasas derivado de la mitocondria/proteina de unién directa a IAP con bajo punto
isoeléctrico) y la proteasa de serina Omi (Omi/HtrA2) que son liberadas desde la
mitocondria hacia el citosol mediante induccidn de la apoptosis, neutralizan la funcion de
las IAPs al unirseles, desplazando asi la union a caspasas (Van Loo et al., 2002). La
sobreexpresiéon de Smac o de péptidos de Smac, sensibilizé aun a células tumorales
resistentes a la induccion de la apoptosis, y se sinergizd fuertemente con TRAIL para
erradicar tumores establecidos en un modelo ortotdpico murino de glioma maligno,
indicando que agonistas de Smac pueden representar una nueva promesa en la terapia
contra el cancer (Fulda et al., 2002).

Debido a su posible importancia en tumorogénesis, se han desarrollado estrategias
dirigidas hacia las IAPs a partir de la regulacion de su expresiéon mediante el uso de
tecnologias de interferencia del RNA, o neutralizando directamente sus funciones con
compuestos que mimeticen a los antagonistas naturales de las IAPs (Wright y Duckett,
2005). La regulacién a la baja de XIAP utilizando oligonucleétidos antisentido, sensibilizé a
varios tipos celulares tumorales a la muerte causada por radiaciéon y, quimioterapia o
TRAIL, tanto in vitro como in vivo (Hunter et al., 2007). Mds importante aun,
oligonucleétidos antisentido contra XIAP exhibieron por si mismos actividad antitumoral
potente en varios modelos preclinicos de cancer de tumores sdélidos xenotransplantados
(Lacasse et al., 2005). De manera similar, la survivina o la supresiéon de c-IAP1 también
sensibilizd a células cancerigenas, a la muerte por agentes quimioterapéuticos y
receptores de muerte (Altieri, 2003; Gordon et al., 2002). Datos preclinicos obtenidos de
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muestras de tumores humanos y de modelos animales sugieren que retar la expresion de
IAP con oligonucledtidos antisentido, es una opcién de tratamiento viable en
combinacion con otros tratamientos anti-cancer (Cummings et al., 2006).

La estrategia de neutralizar la funcién de IAP con reactivos que son mimetizantes
estructurales del motivo de union a IAP (IBM) NH2-terminal de Smac, es atractivo por
diversas razones. Smac se une a los BIRs de varias IAPs, incluyendo XIAP, clAP1, y clAP2, y
neutraliza su actividad antiapoptética (Shiozaki y Shi, 2004). Por lo tanto, a diferencia de
los oligonucledétidos IAP-especificos, los mimetizantes de Smac pueden en principio tener
como blanco varios IAPs de manera simultanea. Smac puede también desencadenar la
autoubiquitinacién y desregulacién de clAP1 y clAP2, pero no de XIAP, lo cual sugiere que
Smac podria promover apoptosis mediante al menos dos mecanismos: evitando la
inhibicidon de las caspasas (e.g. XIAP), y marcando a clAP1 y clAP2 como blancos para su
degradacion (Yang and Du, 2004). La cristalizacién de XIAP BIR3 en un complejo con Smac,
llevé al disefio de pequefios compuestos o péptidos que mimetizan la funcidon de Smac
(Shiozaki y Shi, 2004; Nikolovska-Coleska et al., 2008). Los péptidos de Smac no solamente
neutralizaron la inhibicion de la actividad de las caspasas mediada por IAP in vitro,
también sensibilizaron células cancerigenas primarias a apoptosis inducida por receptores
de muerte o por quimioterapia (Srinivasula et al., 2000; Fulda et al., 2002).

1.8 Survivina

La survivina es una proteina de 16.5-kDa presente como heterodimero in vivo (Deveraux y
Reed 1999). Es una de las ocho proteinas de la familia de las IAPs que contiene al menos
una copia del dominio BIR, expresado Unicamente en células en divisidn y por lo tanto, se
predice que es una proteina bifuncional que por un lado suprime la apoptosis y por el otro
regula la divisidn celular (Li et al., 1998; Miller, 1999). Se considera que la expresion de la
survivina es la mas tumor-especifica de todos los productos genéticos humanos (Islam et
al., 2000) y se ha reportado que se expresa en forma elevada en varios tipos de tumores,
especialmente en el neuroblastoma, carcinomas gastricos y colorrectales, relacionandose
con un mal prondstico en estas enfermedades (Adida et al 1998; Kawasaki et al 1998;
Islam et al 2000). La survivina contiene un elemento represor transcripcional de G1 con su
promotor. Este promotor también exhibe transactivacién tipica inducible por fase M, lo
cual sugiere que la survivina es una molécula regulada por el ciclo celular, que es
reprimida en la fase G1 y estd altamente expresada en la fase G2/M. Se asocia con el huso
mitético a través de su dominio C-terminal (Altieri y Li, 1999). El papel de la survivina
durante la mitosis involucra la regulacidn del ensamble de los microtubulos y de la

formacion del huso acromatico normal (Li et al., 1998).
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La regulacién del ciclo celular-especifica de la survivina en células tumorales sugiere que la
proteina contribuye a la regulacidon de la apoptosis durante la proliferacién celular. In
vitro, la fosforilacidn de la survivina en la treonina 34 es necesaria para su interaccién con
las caspasas 3,7 y 9. Una mutacién de esta treonina hacia alanina (T34A) puede inducir la
liberacién del citocromo ¢ fuera de la mitocondria, conduciendo a la apoptosis (Anmol et
al., 2004).

1.9 Smac/DIABLO

El segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria (Smac), proteina que
también se conoce como proteina de unidon directa a IAP con bajo p! (DIABLO) a pesar de
ser una proteina mitocondrial es codificada por un gen nuclear que posee un extremo
NHz-terminal que funciona como una sefal de transferencia a dicho organelo. La forma
madura de Smac/DIABLO se origina a partir de la rotura de esta sefial. En presencia de
estimulos apoptdticos, Smac/DIABLO es liberada hacia el citosol (Fang et al., 2000). Ahi,
Smac/DIABLO tiene un efecto propapoptédtico, mediado por su interacciéon con IAPs vy la
consiguiente liberacién de caspasas. Datos estructurales han establecido que
Smac/DIABLO requiere formar homodimeros para interactuar con las IAPs (Chai et al.,
2000). El motivo NH2-terminal, consistente de cuatro aminoacidos, Ala-Val-Pro-lle, es
responsable de dicha interaccidén (Chai et al., 2000; Wu et al., 2000). Se ha demostrado
gue Smac/DIABLO interactia con los dominios BIR2 y BIR3 de XIAP, permitiendo la
liberacion de las caspasas 3 (Chai et al., 2000) y 9 (Srinivasula et al.,, 2001),
respectivamente. La caspasa 9 tiene un motivo tetrapéptido similar en su extremo NH2-
terminal, asi que ambos compiten por el dominio BIR3 de XIAP (Wu et al.,, 2000). La
caspasa 3 es liberada por la interaccion entre el extremo terminal de Smac/DIABLO vy el
dominio BIR2 de XIAP (Gao et al., 2007).
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Figura 5. Mecanismo de inhibicion de caspasas mediante las IAPs y su prevencion por el antagonista de IAP, Smac/DIABLO. a) El
extremo NH2 terminal de la subunidad p10 de la caspasa 9 interactia estrechamente con el dominio BIR3 de XIAP. b) La regidén de
ligamiento (RL) del dominio BIR2 de XIAP interactta con el sitio catalitico de la caspasa 3 ( C indica el residuo catalitico de cisteina) lo
que trae como resultado la inhibicidn efectiva de la caspasa. c) El extremo NH2 terminal de DIABLO (rojo) es similar al de la caspasa 9 y
compite exactamente por el mismo sitio de interaccion dentro del dominio BIR3. d) Se postula que DIABLO interactua con el dominio
BIR2 de XIAP para remover a la caspasa 9 de esta ultima molécula (Modificado de Verhagen et al., 2001).
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2 Rutas de la Apoptosis

2.1 Apoptosis mediada por receptores de muerte (la via extrinseca)

La via extrinseca de activacidon de las caspasas puede ser mediada por uno de varios
receptores de muerte cuando éste se une al ligando apropiado (Figura 6) (Locksley et al.,
2001). De estas rutas, las que se comprenden con mayor claridad, son la interaccién entre
el receptor Fas y su ligando FaslL2, y la activacion de TNF-R1 por TNF. En ambos casos, el
ligando se une a su receptor induciendo su trimerizacidon. No obstante, en algunos casos,
estos receptores pueden también existir como trimeros previamente formados (Chan et
al., 2000; Siegel et al., 2000). Este acoplamiento inicial desencadena una serie de eventos,
cuya consecuencia fisioldgica es regulada por el reclutamiento de moléculas adaptadoras
especializadas, que selectivamente se comprometen en eventos de sefalizacién rio-abajo.
Se han descrito dos clases principales de moléculas adaptadoras: las TRAFs y las moléculas
gue contienen dominios de muerte. El reclutamiento selectivo de estas moléculas esta
determinado en funcién de si el mismo receptor contiene un motivo de uniéon DD o TRAD.
Tanto los receptores TNF-R1 como los de Fas, presentan dominios de muerte y reclutan a
los dominios de muerte de las moléculas adaptadoras asociadas a TNF-R1 (TRADD) y a Fas
(FADD), respectivamente. En el caso de Fas, la interaccion homotipica entre los dominios
de muerte de Fas y aquellos de FADD, induce el reclutamiento de la procaspasa 8, a partir
de la interaccién entre los dominios efectores de muerte en FADD y el prodominio de la
caspasa. El dimero unido a FADD de la procaspasa 8 se autoactiva para liberar la enzima
activa, la cual a su vez corta y activa la cascada efectora de las caspasas 3y 7, que cortan a
sus substratos blanco para llevar a cabo la muerte de la célula (Shailaja y Tseng, 2003).

2.2 Apoptosis mediada por la mitocondria (la via intrinseca)

La ruta mitocondrial de la apoptosis estd regulada por las proteinas antiapoptéticas de la
familia Bcl-2 (Figura 6) (Sauer et al., 2001; Tada-Oikawa et al., 2003). En la ruta mediada
por la mitocondria, el Cit ¢ y otras proteinas apoptogénicas son liberadas desde el espacio
intermembranal mitocondrial hacia el citosol. Una vez liberadas, el Cit ¢ se une al factor
activador de la peptidasa apoptdtica 1 (Apaf-1) e induce la activacidon secuencial de la
caspasa 9y de la caspasa 3. La activacidn de la caspasa 8, resultado de la unidn de factores
de muerte (por ejemplo: Fas ligando, factor de necrosis-a) a sus respectivos receptores en
la superficie de la célula, povee de una relacidn entre las rutas apoptdéticas mediada por
receptores de muerte y la ruta mediada por la mitocondria. La activacién de la caspasa 8
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induce la activacion de Bid hacia Bid truncado (tBid) el cual dispara la activacién de Bax,
dando como resultado cambios en la permeabilidad de la mitocondria y la consecuente
liberacién del Cit ¢ hacia el citosol (Dae Won et al., 2007).

Los danos en el DNA, isquemia y estrés oxidativo son todos ejemplos de sefales
apoptéticas que conducen a la muerte celular a través de la ruta intrinseca, la cual
comienza con la permeabilizacién de la membrana externa de la mitocondria. Los
mecanismos mediante los cuales esto ocurre permanecen en controversia; sin embargo,
se cree que la permeabilizacion puede constituir una transicion en la permeabilidad
dependiente o independiente del poro de transicion PT. (Green y Kroemer, 2004). El PT
estd constituido por la proteina de matriz ciclofilina D, la proteina de membrana
mitocondrial interna translocadora de nucledtidos de adenina (ANT), y el canal de aniones
dependiente de voltaje (VDAC), que es una proteina de membrana mitocondrial externa
(Crompton et al., 1998). La apertura del poro de transicion desencadena la disipacién del
gradiente de protones creado por transporte de electrones, causando el desacoplamiento
de la fosforilacion oxidativa. La apertura del PT también permite la entrada de agua hacia
la matriz mitocondrial, lo que genera un hinchamiento del espacio intermembranal y la
ruptura de la membrana externa, causando la liberacién de las proteinas apoptogénicas
(Green y Kroemer, 2004). Las proteinas liberadas incluyen al Cit ¢ (Yang y Cortopassi,
1998), AIF, (Susin et al., 1999) y la endonucleasa G (Li et al., 2001; Van Loo et al., 2001).
Este complejo promueve la activacién de la caspasa 9, que a su vez activa a las caspasas
efectoras, las cuales colectivamente orquestan la ejecucion de la apoptosis. AIF y la
endonucleasa G contribuyen a la fragmentacion del DNA y a la subsecuente condensacion
cromosémica, las cuales son caracteristicas relevantes de la apoptosis. Otras proteinas
liberadas a partir de la permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria,
incluyen Smac/DIABLO y Omi/HtrAz2, las cuales antagonizan a las IAPs, promoviendo por lo
tanto la activacion de las caspasas (Du et al., 2000; Suzuki et al., 2001).
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Figura 6. Las dos mayores vias apoptéticas en mamiferos: 1) La via extrinseca (izquierda) iniciada mediante la activacion de receptores
pro-apoptdticos (CD95/Fas) por ligandos pro-apoptéticos (CD95L/FasL). La union a los igandos promueve el agrupamiento de los
receptores (trimerizacion), lo cual recluta a FADD y a las procaspasas 8 6 10 para formar el DISC, que favorece la proximidad de las
procaspasas aumentando su actividad autocatalitica en el citoplasma. Esto conduce a la activacidn de las caspasas efectoras 3,6 y/o 7.
La via intrinseca (derecha) surge en respuesta a estimulos como el dafio al DNA. Estd basada en el equilibrio de proteinas pro y anti-
apoptdticas. Bcl-2 y Bcl-xL inhiben la permeabilidad mitocondrial suprimiendo a Bax o Bak. Cuando se logra la permeabilidad de la
membrana mitocondrial Cit ¢ y Smac/DIABLO son liberados hacia el citosol. Este ultimo promueve la apoptosis al interactuar con las
IAPs, interrumpiendo su habilidad para inactivar a las caspasas, mientras que el Cit ¢ se une a Apaf-1 formando el apoptosoma, el cual
recluta a la caspasa iniciadora 9 para que active a las caspasas efectoras 3,6 y/o 7 (Modlificado de Fulda y Debatin, 2006).
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3 El Neuroblastoma

3.1 Antecedentes

El neuroblastoma (NB) es el tumor extracraneal mas comun en la infancia, tiene su origen
en las células inmaduras del sistema nervioso simpatico (SNS). La evoluciéon clinica de
pacientes con neuroblastoma es altamente variable, abarcando desde una regresion
espontanea hasta una enfermedad metastdsica ampliamente diseminada (Van Roy et al.,
2009). La misma tasa de cura relevante que se ha alcanzado en la mayoria de otras
enfermedades de la nifiez no se ha logrado en este tumor (Dae Won et al., 2007). EI NB es
una enfermedad que representa uno de los retos mas grandes para la intervencién
terapéutica (Kinsley et al., 2008).

El término neuroblastoma en realidad representa un espectro de tumores que se origina a
partir de células ganglionares primitivas a lo largo del SNS incluyendo al neuroblastoma
(NB), al ganglioneuroblastoma (GNB) y al ganglioneuroma (GN) (Figura 7). El éxito de cura
dentro de este espectro varia desde la casi completa sobrevivencia en el ganglioneuroma,
hasta un 30 % de sobrevida en el estadio avanzado del neuroblastoma (Nuchtern, 2002).
Se sabe que el neuroblastoma ha mostrado regresiéon espontanea desde un estadio

indiferenciado hasta una apariencia celular completamente benigna (Bénard et al., 2008).

Figura 7. Aspectos histolégicos del neuroblastoma: A) NB pobremente diferenciado constituido de células redondas inmersas en matriz
neurocelular. B) Detalle de roseta de Homer-Wright. C) Ganglioneuroblastoma difuso con células neurobldsticas en diferenciacion,
estroma rico en libros neurdpilos y células de Schwann. D) Ganglioneuroma constituido por células ganglionares maduras y prominente
estroma schwanniano (Mejia, 1999).
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En 1864 el médico aleman Rudolf Virchow fue el primero en describir un tumor abdominal
en un nifio, denominandolo “glioma” (Park y Rich, 2009). Mas tarde, en la primera década
del siglo XX, se reconocieron dos patrones distintos de diseminacion del tumor. En 1901
William Pepper reporté una serie de infantes con infiltraciones hepaticas masivas, con
tumores adrenales sin diseminacién hacia huesos. En 1907 Robert Grieve Hutchison
reportd su experiencia con un proceso patoldgico similar en nifios mayores que ademas
presentaban metdastasis en drbitas oculares y craneo (Rothenberg et al., 2009). En 1910
James Homer Wright fue el primero en reconocer que el tumor se originaba a partir de
células neurales primitivas. Wright publicd una serie de casos: algunos involucraban
diseminacion hepdtica muy marcada y otros manifestaban metdstasis ésea. Todos los
casos presentaban tumores adrenales con paquetes de células a las cuales llamod
“rosetas”, que a su vez encontré idénticas al tejido fetal adrenal, sugiriendo entonces el
término “neuroblastoma” (Rothenberg et al., 2009).

Los tumores de neuroblastoma pueden originarse en cualquier sitio a lo largo del SNS. Los
sitios mas comunes son las glandulas adrenales, el retroperitoneo abdominal y pélvico, el
térax y cuello. Estos tumores pueden metastatizar hacia nédulos linfaticos, médula ésea,
corteza dsea, duramadre, orbitas, higado y piel (Nuchtern et al., 2002).

Los sintomas dependen de la localizacidon del tumor y la metastasis, si estan presentes.
Debido a la frecuencia de los tumores abdominales, es comun observar dolor abdominal,
abotargamiento, asi como una masa palpable. Los tumores orbitales pueden causar
equimosis periorbital, ptosis (parpado caido) y proptédsis (protrusion del globo ocular). La
diseminacion metastasica hacia huesos y médula ésea puede causar dolor, especialmente
durante el desplazamiento, asi como anormalidades en el conteo sanguineo, tales como
anemia o trombocitopenia (Nutchern et al., 2002).

La etiologia del neuroblastoma no se ha comprendido completamente. Se han encontrado
varios casos dentro de algunas familias y por lo tanto se le ha ligado a la genética. Sin
embargo, se han sugerido varios factores de riesgo, los cuales se encuentran actualmente
bajo investigacion, especialmente aquellos alrededor de la concepcidn y la gestacién, dada
su aparicién temprana. Dichos factores incluyen la ocupacién de los padres (exposiciéon a
agentes quimicos), uso de drogas (legales e ilegales), medicacién durante el embarazo,
infecciones, e inclusive el uso de hormonas y medicamentos ligados con los procesos de la
fertilidad (Mossé et al., 2008).
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Se han identificado varios factores bioldgicos prondsticos. El mas importante de ellos es la
amplificacion del oncogen N-MYC, el cual ha sido reportado consistentemente como un
factor prondstico independiente adverso (Seeger et al., 1985). Otros factores prondsticos
evaluados incluyen el grado del tumor de acuerdo con el sistema de clasificaciéon
histologica de Shimada, la ploidia del tumor, la ganancia del cromosoma 17q, asi como
deleciones en 1p y 11q (Attiyeh et al. 2005; Shimada et al. 1984).

Varios reportes sugieren que la regresion espontanea del NB ocurre probablemente por la
muerte celular programada y no tanto por la maduracidn espontdnea per se
(diferenciacion), o por ataque inmunolégico sobre las células del tumor (Kitanaka et al.,
2002). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos considerables para identificar la funcidn
critica de la apoptosis en el proceso de regresion, los resultados aln no son concluyentes.

3.2 Epidemiologia del neuroblastoma

Cada afio, en Estados Unidos, aproximadamente 650 nifios son diagnosticados con
neuroblastoma (Lacayo et al., 2009). De acuerdo con el Reporte de Sobrevivencia,
Epidemiologia y Desenlace (SEER), el neuroblastoma comprende entre 6-10 % de todos los
canceres en nifios cuya edad promedio de diagndstico es de 17.3 meses. La incidencia es
de aproximadamente 9.5 casos por millon de nifios (SEER 2003), principalmente durante
el primer afio de vida. Cincuenta por ciento de los casos de NB ocurren en infantes
menores de 2 afios, pero sélo 10 % se presenta en aquellos mayores de 5 afios, incluyendo
nifos de mayor edad y adultos (Howman et al., 2007).

Stiller y Perkin (1992), encontraron que la incidencia de neuroblastoma es mayor entre
caucdsicos de Norteamérica, Europa, Australia y judios israelies. Se han hallado tasas mas
bajas para el oriente y el sur de Asia, incluyendo India y China, asi como para Africa y
Latinoamérica. En México se observan tasas ligeramente menores a las de Asia. En
general, la incidencia mostrd ser mayor en regiones de grupos étnicos con un estandar de
vida mds elevado (Stiller y Perkin, 1992).

3.3 Diferenciacion en neuroblastoma

El comportamiento clinico, asi como las caracteristicas histopatolégicas de los
neuroblastomas, han sugerido que la tumorogénesis de este cancer pedidtrico esta
relacionada, al menos en parte, a defectos en los procesos de diferenciacion celular
(Thiele et al., 2005). Los neuroblastomas tanto primarios como metastaticos estan
conformados por diferentes tipos celulares y sus células usualmente muestran diferentes
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estadios de diferenciacién. Las formas histolégicamente maduras de neuroblastoma,
ganglioneuroblastoma y ganglioneuroma, corresponden al patron normal de
diferenciacién observado durante el desarrollo del SNS (Shimada et al., 1984).

3.3.1 Neuroblastoma como derivado de la cresta neural

Clinicamente, los neuroblastomas se presentan en diversas localizaciones anatémicas que
frecuentemente reflejan los sitios de los tejidos del sistema nervioso simpatico, derivados
de células de la cresta neural. Estos sitios incluyen precursores neuronales
postganglionares localizados en ganglios paraventrales del tronco simpatico, ganglios
preadrticos en el plexo alrededor de las ramas de la aorta abdominal, y en las células
medulares y/o ganglionares de la glandula adrenal (Jaffe, 1998). Durante el desarrollo
fetal, los sitios del SNS también incluyen estructuras neuroenddcrinas con restos de
neuroblastos en la glandula adrenal, y en paraganglios adyacentes a los ganglios
simpaticos (Thiele et al., 2005). La cresta neural constituye una estructura embrionaria de
transicion que se origina en la interface entre el ectodermo no-neural y neural de la placa
neural. A medida que la paca neural se invagina y los pliegues se aproximan para formar el
tubo neural, fuerzas inductoras desde el mesodermo subyacente y del ectodermo superior
no-neural estimulan el aspecto dorsal del tubo neural en desarrollo para formar asi las
crestas neurales. Las células migran lateralmente desde el tubo neural para formar o
contribuir a la formacién de una variedad de tipos celulares (Martinez-Morales et al.,
2007).

El destino de especializacion de las células de las crestas neurales depende de su
localizacién rostro-caudal a lo largo del tubo neural; sin embargo, estudios in vitro e in vivo
indican que las células de las crestas neurales mantienen un alto grado de plasticidad aun
después de haber migrado desde el tubo neural. Estas son caracteristicas marcadamente
presentes en células malignas de neuroblastoma (Thiele et al., 2005).

3.3.2 Tipos celulares del neuroblastoma

Varios de los fenotipos celulares encontrados en la cresta neural en desarrollo son
evidentes en el mismo neuroblastoma (Shimada et al., 1999). La heterogeneidad celular y
la falta de maduracién (por ejemplo, tumores ricos en estroma y pobres en estroma o
tumores de alto y bajo riesgo basados en el grado histolégico), se relacionan con el
comportamiento clinico y son utiles para el prondstico de la enfermedad (Shimada et al.,
1999).

33



Esta misma heterogeneidad celular se observa en las lineas celulares de neuroblastoma.
Se han descrito tres fenotipos celulares distintos: neuroblastos simpaticoadrenales (tipo-
N); células sustrato-adherentes planas y alargadas (tipo-S); y células morfolégicamente
intermedias (tipo-l). Cada fenotipo representa un linaje particular dentro de la cresta
neural (Biedler et al., 1997).

3.4 La inmunologia del neuroblastoma

Se cree que la respuesta inmune innata y adaptativa juegan papeles clave en la
sobrevivencia del tumor (Diefenbach y Raulet, 2002). Mientras que la inmunidad innata se
apoya en fagocitos, células natural killer (NK), anticuerpos naturales y proteinas
complementarias, la inmunidad adaptativa recluta células presentadoras de antigenos
(APC), células T y células B (Janeway, 2001). La inmunidad innata depende de receptores
invariables que reconocen caracteristicas comunes de las células tumorales; sin embargo,
carece de memoria inmunoldgica y puede ser evadida con frecuencia. La habilidad para
reconocer tumores especificamente y para prevenir su crecimiento, se vuelve mas efectiva
con el surgimiento de la inmunidad adaptativa. Esta propiedad de especificidad se basa en
la seleccién clonal de linfocitos portadores de receptores a antigenos. Un amplio espectro
de células efectoras, citocinas, quimiocinas, anticuerpos y sus productos recombinantes,
ha sido probado en inmunoterapias pasivas (en las que se potencia la respuesta
inmunoloégica a partir del uso de estas moléculas) en programas pre-clinicos y clinicos.
Ademads, se ha observado que tumores y productos derivados de ellos, pueden ser
utilizados de manera altamente efectiva para estimular una respuesta antitumoral activa
(Cheung y Sondel, 2005).

Con el fin de reconocer anticuerpos humanos contra NB, se han explorado receptores de
células T, asi como receptores del sistema inmune innato (por ejemplo: NK, NKT y células
T y/6+) (Jameson et al., 2003). Ademas, se han descrito varios antigenos reconocidos por
anticuerpos en NB (Schonmann et al., 1986; Cheung et al., 1987; Berthold et al., 1989;
Nakamura et al., 2001).

Asi también, en NB se han demostrado sistemas de antigenos reconocidos por linfocitos T
citotéxicos (CTLS), que incluyen a los antigenos de céncer testicular [MAGE (Ishida et al.,
1996; Cheung et al., 1998)], GAGE (Cheung y Cheung, 2001), NY-Eso-1 (Soling et al., 1999),
el oncogen N-MYC (Sarkar y Nuchtern 2000) y cinasa del linfoma anapldsico (ALK) (Passoni
et al., 2002), entre otros.
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Debido a la propensién de NB para experimentar regresion espontdnea, varios autores
han postulado la existencia de una respuesta inmune enddgena anti-NB. El
descubrimiento de un anticuerpo natural IgM anti-NB en nifios, sugiere que la inmunidad
innata puede tener un papel potencial en el seguimiento contra este tumor (Ollert et al.,
1996). Ademas de IgM, los linfocitos del sistema inmune innato (células NK, NKT, y/&+ T)
interactian con tumores a través de activacidon Unica y receptores inhibidores (Jameson et
al., 2003). Las células NK pueden lisar neuroblastomas humanos in vitro y exhibir
crecimiento xenografico (Colucci et al.,, 2003). Asi también, los ligandos especificos en
células tumorales, disparan la activacion de receptores activadores o inhibidores sobre
células NK (Schilbach et al., 2000).

3.4.1 Estrategias evasivas del neuroblastoma contra la respuesta innata y adaptativa del
sistema inmunoldgico

El neuroblastoma emplea una gran variedad de tacticas para evadir al sistema
inmunolégico. Suprime receptores “inmuno-activadores” a la vez que sobreexpresa
receptores “inmuno-inhibidores” (Cheung y Sondel, 2005). Al reprimir la expresién del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase-l y clase-Il, asi como CD1d, interfiere
con los brazos aferente y deferente de la respuesta inmune adaptativa (Metelitsa et al.,
2001). Ademas, las células de NB pueden evitar el reconocimiento inmunoldgico y su
destruccidn al liberar el gangliésido GD1a, el cual es toxico para los linfocitos humanos, a
la vez que desarticula la sefializacion celular a través de la ruta NF-kB (Shen y Ladisch,
2002). Asi también, la liberacidn del ganglidsido GD2 interfiere en las funciones de células
T (Li et al., 1995) y de APC (Shurin, 2001). Algunas células de neuroblastoma han mostrado
la expresidon de FasL, el cual puede actuar como una sefial de muerte causando la
apoptosis de células efectoras, tales como células T y NK, que a la vez expresan en su
superficie el receptor de muerte Fas (Takamizawa et al., 2000; Li et al., 2002). Al ser
confrontadas con anticuerpos, y a pesar de los bajos niveles de CD55 (factor acelerador
del decaimiento), algunas células de neuroblastoma presentan expresion elevada de CD59
(proteina cofactor de membrana) para hacerse resistentes a las rutas de complemento
terminales (Cheung y Sondel, 2005).
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4 Tratamiento Farmacoldgico del Neuroblastoma

La habilidad para modular la vida o la muerte de una célula es reconocida por su inmenso
potencial terapéutico. Por lo tanto, la investigacién continda enfocandose en elucidar y
analizar la maquinaria del ciclo celular y de las rutas de sefializacién que controlan el
arresto del ciclo celular y la apoptosis (ElImore, 2007). El cdncer es un ejemplo donde los
mecanismos normales de la regulacion del ciclo celular son disfuncionales. De hecho, se
piensa que la supresién de la apoptosis durante la carcinogénesis tiene un papel central
en el desarrollo y la progresion de algunas enfermedades de este tipo (Elmore, 2007).

Los defectos en la apoptosis representan un factor causal principal en el desarrollo y la
progresion del cancer. La habilidad de las células tumorales para evadir el compromiso
con la apoptosis puede jugar un papel significativo en su resistencia a regimenes
terapéuticos convencionales. El entendimiento de las complejidades de la apoptosis y de
los mecanismos utilizados por las células tumorales para resistirse al compromiso con la
muerte celular, ha enfocado los esfuerzos de la investigacion hacia el desarrollo de
estrategias disefiadas para inducir la apoptosis de manera selectiva en las células del
cancer (Kasibhatla y Tseng, 2003).

En nifios con tumores primarios Unicos, suficientemente pequefios y que no cruzan la
linea media del cuerpo, el tratamiento es solamente quiridrgico y su efectividad de cura
esta en alrededor del 95 %. Sin embargo, para el 65 % de los pacientes, cuyos tumores al
ser diagnosticados por primera vez son demasiado grandes como para removerlos
quirargicamente por completo o bien, metastasicos hacia otros tejidos y drganos, la
terapia maxima disponible actualmente incluyendo cirugia, quimioterapia y radioterapia,
estd entre el 5y el 20 % de los casos y proporciona una tasa de sobrevida de 5 afios. La
guimioterapia ablativa, seguida de transplante de médula dsea para restablecer la
normalidad en las células de la médula 6sea barridas por esta modalidad de tratamiento,
convierte esta tasa de sobrevida de 5 afios, en una de 8 afios de sobrevida (Schor, 2002).
Estos hechos demuestran que es necesario un mejor entendimiento de los retos que
plantea la terapia convencional actual, asi como nuevas aproximaciones para el
tratamiento del neuroblastoma.

La clasificacién clinica del neuroblastoma involucra la evaluaciéon de la magnitud de la

masa tumoral y su grado de diseminacidn. Los tumores de estadio I, son aquellos tumores

primarios suficientemente pequefios que no cruzan la linea media del cuerpo. Los de
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estadio Il son también tumores primarios pero, a pesar de no haber cruzado la linea media
del cuerpo, son demasiado grandes para ser removidos quirdrgicamente o se han
diseminado hacia nédulos linfaticos cercanos al tumor, no asi hacia el otro lado del
cuerpo. Los tumores de estadio Il son aquellos que han cruzado la linea media o bien,
aquellos que han alcanzado nddulos linfaticos cercanos al tumor pero en el lado opuesto
del cuerpo. Los tumores de estadio IV se han diseminado hacia sitios distantes, tales como
pulmén, higado y/o médula ésea y no cumplen con los criterios del estadio IV-S. A
diferencia del neuroblastoma convencional, los tumores IV-S o “especiales” se presentan
en nifios menores de un afio de edad, constituyendo generalmente tumores pequefios
primarios que se han diseminado hacia higado, médula dsea y/o piel. Los tumores de
estadio IV-S son especiales porque, a pesar de su diseminacion, y a diferencia de otros
tipos de neuroblastoma diseminados, le confieren al paciente un prondstico excelente
(Evans et al., 1976, en Schor, 2009).

4.1 Tratamiento con agentes quimioterapéuticos convencionales

Los farmacos que han mostrado tener una eficacia substancial contra el neuroblastoma
incluyen a las antraciclinas, compuestos de platino, etoposido, vincristina, asi como
agentes alquilantes (Tabla 1). Las células de neuroblastoma poseen una tendencia
particular a desarrollar resistencia; en general, la terapia mas agresiva se aplica al tipo de
resistencia mas dificil. Se piensa que las proteinas de resistencia multiple a fdrmacos
(MRPs) como la glicoproteina de permeabilidad (P-gp) son responsables y se correlacionan
con el niumero de copias del oncogen N-MYC (Berthold y Hero, 2000). Los neuroblastomas
con amplificacion de N-MYC metilan el gen de la caspasa 8 suprimiendo su expresion
(Teitz et al., 2001). El soporte principal de la quimioterapia contra el neuroblastoma es
una combinacién de ciclofosfamida, cisplatino, doxorubicina y tenipdsido. Los pacientes
con tumor en estadio | o estadio IV-S no requieren quimioterapia. Los pacientes de riesgo
estandar (sin amplificacion de N-MYC) e infantes con tumores sintomaticos de estadios II-
IV, reciben quimioterapia para detener la progresiéon rapida, tratar sintomas que
amenazan la vida o mejorar la condiciéon de enfermedades derivadas de los estadios Il y III.
El carboplatino y el etoposido o ciclofosfamida, la doxorubicina y la vincristina son dos
regimenes alternativos. Los pacientes de alto riesgo reciben quimioterapia ablativa, la cual
presuntamente barre con el tumor pero, inevitablemente barre también con la médula
6sea normal; de esta forma, se aflade el transplante de médula ésea y la aplicacion del
factor estimulador de células granulociticas. Algunos centros “purgan” las células de
neuroblastoma fuera de la médula ésea del paciente antes de volver a realizar su infusién,
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pero no esta claro aun si este procedimiento mejora el éxito del tratamiento (Berthold y
Hero, 2000).

4.1.1 Resistencia a agentes alquilantes

La resistencia adquirida a agentes alquilantes puede deberse a la pérdida de p53. Se ha
observado que las células tumorales modulan el contenido de glutation en una manera
dependiente de p53 (Goto et al., 2003). La butionin sulfoximina (BSO), un inhibidor de la
sintesis del glutation reducido (GSH), sinérgicamente incrementa la citotoxicidad del
agente alquilante melfaldn (Anderson et al., 2001), lo cual implica que el contenido de
GSH puede determinar la susceptibilidad a los agentes alquilantes. En células derivadas de
pacientes que no respondieron a la mieloablacién seguida de un transplante de médula
6sea, la BSO incrementa la susceptibilidad al melfaldn, aunque ademas se requiere de
dosis de melfalan tan altas como las utilizadas en la mieloablacién original (Anderson y
Reynolds, 2002).
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Tabla 1. Agentes quimioterapéuticos convencionales y sus mecanismos de accion, hacia
los cuales el NB presenta quimiorresistencia.

Farmaco Mecanismo de Accion

Etoposido - Disminuye el transito celular en fase S
- Generaarresto celular en la fase S-tardia o0 G2-temprana del ciclo celular
- Inhibe el transporte mitocondrial (NADH-deshidrogenasa)
- Inhibidor de topoisomerasa Il

Vincristina - Inhibe la formacidon de microtubulos
- Disgrega el huso mitético
- Especifico de fases My S
- Disminuye la sintesis de acidos nucléicos/proteinas
- Bloquea la utilizacion del acido glutamico

Ciclofosfamida - Disminuye la divisidn celular
- Disminuye la sintesis de DNA (produce entrecruzamiento de hebras de DNA)
- No especifico de alguna fase del Ciclo celular
- Potente actividad inmunosupresora

Doxorubicina - Disminuye la sintesis de DNA y RNA
- Inhibidor de topoisomerasa Il: intercala entre pb/obstrucciones estéricas: fragm. del DNA
- El complejo doxorubicina-hierro genera radicales libres: fragmentacion DNA/membranas

Cisplatino - Disminuye la sintesis de DNA (produce entrecruzamiento de hebras de DNA, desnaturaliza la
doble hélice)
- Unidn covalente al DNA
- Citotoxicidad: Isémero cis (mas toxico), isomero trans (menos toxico)
- Disminuye el reconocimiento enzimatico

Carboplatino - Agente alquilante
- Union covalente al DNA
- Interfiere la funcion del DNA

Isofosfamida - Produce entrecruzamiento de hebras de DNA
- Disminuye la sintesis de DNA/proteinas
- Unién a acidos nucléicos/estructuras intracelulares
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4.1.2 Resistencia a agentes inactivadores de los microtibulos

La vincristina es un agente inactivador de los microtubulos, altamente efectivo en la
terapia del neuroblastoma. Células de neuroblastoma resistentes a la vincristina han
mostrado no tener mutaciones de a- o B-tubulina. En lugar de ello, MAPc, una proteina
asociada a microtubulos, se ve marcadamente disminuida; la proteina desestabilizadora
de los microtubulos, stathmina, se ve incrementada en gran medida. Se ha observado que
las células resistentes incrementan los niveles de tubulina polimerizada y alteran su
contenido de a- o B-tubulina. La morfologia celular se ve ampliamente alterada también
(Don et al., 2004).

4.1.3 Resistencia a agentes de rotura del DNA

La induccion de apoptosis mediante doxorubicina y VP26 requiere de la activacién de p53,
MEK, H-Ras, y NF-kB. La resistencia se relaciona con aberraciones en esta ruta (Armstrong
et al., 2006). Cuando se cultivan células de neuroblastoma SK-N-SH en medio de cultivo
proveniente de células del mismo tipo resistentes a la doxorubicina, disminuye su
sensibilidad a los farmacos al mismo tiempo que ello las induce a activar la ruta de
sobrevivencia Akt, inhibiendo la activacion de la caspasa 3, que implica que los factores
humorales secretados por las células resistentes, protegen de la quimioterapia a las
células virgenes (Emran et al., 2002).

Las células de neuroblastoma similares a las células de Schwann que son tratadas con
doxorubicina, experimentan un tipo de apoptosis independiente de los receptores de
muerte, que es sensible a la inhibicidon de las caspasas 3,7 y 9, pero no al hidroxianisol
butilado (BHA). Por el contrario, las células de neuroblastoma similares a las neuronas que
son tratadas con doxorubicina, experimentan necrosis y son sensibles al tratamiento con
BHA, generando especies reactivas de oxigeno (Hopkins-Donaldson et al., 2002). Esto
implica que los dos subtipos celulares de neuroblastoma pueden ser diferencialmente
sensibles a la doxorubicina en un ambiente determinado.

Las células de neuroblastoma resistentes al cisplatino sobreexpresan DNA-
metiltransferasas. La inhibicion de estas moléculas revierte dicha resistencia (Qiu et al.,
2005). En un estudio, se utilizaron técnicas protedmicas para determinar las moléculas
gue acompafian la resistencia del neuroblastoma al etoposido. El clon resistente al
etoposido mostrd sobreexpresidon de las siguientes proteinas: peroxiredoxina 1, proteina
de unién a la lectina soluble en B-galactosida, vimentina, proteina de choque térmico y
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ribonucleoproteina K nuclear heterogénea. Ademas, éste estudio reveld la desregulacion
de dUTP pirofosfatasa (Urbani et al., 2005).

4.1.4 Resistencia multifarmacoldgica

La sobreexpresion de N-MYC en el neuroblastoma conduce a su vez a la sobreexpresion
del factor de resistencia a multiples farmacos 1 (MDR1) y de P-gp, contribuyendo asi a la
resistencia de este tumor (Blanc et al., 2003). Sin embargo, varios investigadores han
encontrado que ni la sobreexpresion de N-MYC ni la quimioresistencia, se correlacionan
con la expresién de MRP1 en estas células (Goto et al., 2000). En contraste, otros autores
han encontrado que los niveles de MRP1 son mas altos en tumores que sobreexpresan N-
MYC que en aquellos en los que no, y que altos niveles de expresién de MRP1 estan
relacionados con bajas tasas de pobre sobrevida y libres de eventos.

P-gp puede ser transferida de una célula de neuroblastoma a otra y permitir a las células
resistir altas concentraciones de farmacos el tiempo suficiente como para adquirir P-gp
endégenamente (Levchenko et al., 2005). MRP-1 fue asociada con un mal prondstico en el
neuroblastoma y se ha encontrado también que MRP-4 es un mediador de
guimioresistencia. La expresion de MRP-4 esta relacionada con la expresion de N-MYC
(Norris et al., 2005).

Existen otros mecanismos responsables de alterar la sensibilidad del neuroblastoma a
multiples farmacos. Por ejemplo, la hipoxia reduce la sensibilidad de lineas celulares de
NB a la vincristina, etoposido y agentes quimioterapéuticos fendlicos como VP16, pero no
al citoxan. Esta reduccion en sensibilidad, esta relacionada con la sobreregulacion del
factor de hipoxia inducible 1a (HIF-1a) (Hyun et al., 2004; Hussein et al., 2006). La
resistencia al cisplatino en células de NB en cultivo, genera resistencia cruzada a N-methyl-
N-nitro-N-nitrosoguanidina, doxorubicina y vincristina, no asi a Ara-C ni a clorambucil. En
este tipo de células no se identificaron cambios en la expresion de MDR1, MRP, hMLH1 y
hMSH2 (lwasaki et al., 2002). En un modelo de xenotransplante en ratones, se observé un
incremento en la induccién de la apoptosis a partir de oligonucleétidos antisentido a
MRP1, en neuroblastomas tratados con VP16 (Kuss et al., 2002).

Varios neuroblastomas resistentes a farmacos han perdido p53, o con mayor frecuencia la
funcién de cascada rio-abajo de p53. Estas lineas resistentes, mas que las lineas silvestres,
expresan p53 mutante o sobreexpresan MDM2. Mas aun, la transformacién con un virus
del papiloma humano (HPV) que degrade p53, convierte a las lineas celulares sensibles en
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resistentes. Esto sugiere que los mecanismos dependientes de p-53 son necesarios para
combatir neuroblastomas que muestran resistencia (Keshelava et al., 2001).

El bloqueo de la forma silvestre de p53 confiere a los neuroblastomas un fenotipo MDR,
no asi el bloqueo de su forma mutante. El bloqueo de p53 trae como resultado
alteraciones graves en la mitosis con subsecuente apoptosis. El envejecimiento celular en
neuroblastoma producto del dafio al DNA es dependiente de p53 (Xue et al., 2007).

Como en el caso de las células de tumores cerebrales, la exposicién a dexametasona
puede inducir quimioresistencia en células de neuroblastoma (Zhang et al., 2006).

4.2 Nuevas terapias

Los avances mas novedosos en la terapia de NB incluyen: moduladores de proteinas
asociadas a resistencia, potenciadores metabdlicos de farmacos convencionales,
inhibidores de la topoisomerasa, agentes diferenciantes, potenciadores de la apoptosis,
moduladores de la transduccidon de sefiales, agentes antineoplasicos dirigidos, agentes
anti-migracion y/o anti-adhesién e inmunoterapia.

4.2.1 Moduladores de resistencia

La inhibicion de MRP1, una proteina de resistencia a multiples farmacos ligada a la
conjugacion de éstos, utilizando VX70 junto con paclitaxil, es promisoria para el
tratamiento del neuroblastoma. Alternativamente, es posible inhibir la sintesis de GSH
con BSO para contrarrestar la resistencia debida a MRP1. Desafortunadamente, la
guimiotoxicidad también aumenta. La eliminacién de la resistencia relacionada con dicha
proteina requiere de reducir los niveles de GSH en un 60-80 %, y las dosis no toxicas de
BSO unicamente lo hacen en un 30-40 % (Bart et al., 2002). En lineas celulares de NB, la
expresion del gen de longevidad sirt 1, genera la expresidon de P-gp y resistencia a la
guimioterapia, convirtiendo a sirt 1 en un posible blanco quimioterapéutico (Chu et al.,
2005). Un ejemplo es la ceramida, necesaria para que la apoptosis se lleve a cabo; su
conversion a glucosilceramida bloquea la muerte celular y media la quimioresistencia. Con
base en estos hechos, se ha propuesto la utilizacién de inhibidores de la conversion de la
ceramida como agentes quimioterapéuticos coadyuvantes (Dijkhuis et al., 2006).

Otros factores que contribuyen a la resistencia quimioterapéutica en los neuroblastomas
incluyen la regulacién a la baja de la caspasa 8 mediante la metilacidn de su gen (Fulda et
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al., 2001). De manera opuesta, se ha reportado la transcripcién aumentada (via STAT-1) de
los genes de las caspasas, en respuesta al tratamiento con IFN-y (Fulda y Debatin, 2003).

Profarmacos (substancias farmacolégicas que se administran en su modalidad inactiva) del
etopésido han sido disefados para inhibir MDR-1, siendo ademds menos tdxicos
sistémicamente. La dosis maxima tolerada de estos agentes es tres veces la del etoposido;
al mismo tiempo que su toxicidad para las células de neuroblastoma es mads alta (Lange et
al., 2003)

La onconasa, una RNasa pancreatica obtenida a partir de ovocitos de rana, es activa
contra células de neuroblastomas nativos y aquellos resistentes a multiples farmacos,
tanto in vitro como en tumores xenotransplantados subcutdneos murinos. Ocasiona
arresto en G1 y muerte celular independiente de caspasas. Posee una curva de
concentracion y dosis respuesta similar en ambos tipos celulares (Michaelis et al., 2007).

Células de NB quimioresistentes, secretan hacia el medio una proteina denominada
midkina que induce resistencia en células sensibles circundantes. La transfeccion del gen
de esta proteina en células sensibles les confiere resistencia (Mirkin et al., 2005). Estos
hechos determinan que este gen y su proteina son agentes quimioterapéuticos
potenciales. Asi también, la induccion de la expresion de catepsina L o la inhibicién de su
degradacion, genera un fenotipo senescente y una reversion de la resistencia de las
células de NB (Zheng et al., 2004).

BBR3464 es un analogo del cisplatino, con multiples nucleos basados en el mismo
cisplatino y un mecanismo de unién al DNA putativamente diferente al de este farmaco.
Es efectivo en sistemas modelo contra células de NB resistentes al cisplatino (Servidei et
al., 2001). Los complejos organometalicos de galio (lll) han mostrado ser efectivos contra
este mismo tipo de células in vitro. Especialmente en complejos potentes, contiene
substituyentes de halégeno en los anillos fendlicos; los nitro-substituyentes hacen a
dichos complejos menos efectivos, pero aun asi demuestran actividad inductora de la
apoptosis (Shakya et al., 2006).

El metabolismo de los esfingolipidos y la generaciéon de moléculas de este tipo, tales como
la ceramida, juegan también un papel en la resistencia de los neuroblastomas a los
farmacos. Esto puede involucrar un mecanismo auténomo, relacionado con efectos
directos de los esfingolipidos sobre la respuesta a la apoptosis, asi como mecanismos
dependientes de la interaccion entre éstos y transportadores de unién al ATP (Sietsma et
al., 2002)
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4.2.2 Potenciadores metabdlicos de farmacos convencionales

Ara-C es activada mediante fosforilacion por la desoxicitidina cinasa. La desoxicitidina
cinasa es inhibida mediante retroalimentacion a partir de altas concentraciones de dCTP.
Por lo tanto, se espera que los farmacos que disminuyen dCTP incrementen la actividad de
Ara-C. La ciclopentenil citosina (CPEC) es uno de estos farmacos. Utilizado de manera
conjunta, CPEC ha mostrado incremento en la actividad citostatica de Ara-C contra células
humanas SK-N-BE(2)c de neuroblastoma. Sin embargo, CPEC por si solo y en combinacidn
con Ara-C ha demostrado niveles similares de induccion de la apoptosis (Bierau, 2003).

4.2.3 Inhibidores de la topoisomerasa y activadores de la reparacién del DNA

Los inhibidores de la topoisomerasa | y de la topoisomerasa Il, son utilizados en la
guimioterapia para el tratamiento del neuroblastoma reincidente. El etopdsido, un
inhibidor de la topoisomerasa I, ha sido incorporado en los regimenes de tratamiento de
tumores reincidentes y primarios, al mismo tiempo que es muy efectivo cuando se utiliza
en regimenes de neuroblastomas de diagndstico inicial (Keshelava et al., 2006). La
camptotecina es un alcaloide citotdxico natural que tiene como blanco a la topoisomerasa
I, una enzima nuclear que reduce el estrés torsional del DNA cuando éste se encuentra
superenrollado, durante su replicacién, recombinacion, transcripcion y reparacion. El
topotecan y el irinotecan son analogos sintéticos desarrollados para la administracion
conjunta de su forma lectdnica por via parenteral (Garcia-Carbonero y Supko., 2002).

Una caracteristica comun de las topoisomerasas es su mecanismo catalitico, el cual
consiste en el ataque nucleofilico a un enlace fosfodiéster del DNA mediante un residuo
catalitico tirosilico de la topoisomerasa. La unién covalente resultante de la tirosina al
fosfato del DNA, puede ser al extremo 3’ del DNA roto en el caso de las enzimas tipo Top1l
(Toply Toplmt) o bien al extremo 5’ del DNA roto para las otras topoisomerasas. De esta
manera, las enzimas Top1l son las Unicas topoisomerasas que forman un enlace covalente
con el extremo 3’ del DNA roto, a la vez que generan una terminacién 5’- hidroxilo en el
otro extremo del fragmento. Las camptotecinas son los Unicos inhibidores de la Topl
aprobados clinicamente y han mostrado actividad en canceres de colon, pulmdn y ovario.

La enzima nuclear poly (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1) es un nuevo blanco en la

terapia contra el cancer. PARP-1 repara fragmentos de DNA de una sola hebra via la ruta

de reparacidon de excision de bases. Los Inhibidores de PARP-1 han demostrado

incrementar los efectos citotdxicos de la radiacién ionizante y de agentes

guimioterapéuticos de dafio al DNA, tales como agentes metiladores e inhibidores de la
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topoisomerasa I. A la fecha existen al menos cinco inhibidores de PARP utilizados en el
desarrollo de estrategias clinicas. Evidencia reciente tanto in vitro como in vivo sugiere
gue los inhibidores de PARP podrian ser utilizados no solo como sensibilizadores de la
guimio y radioterapia, sino también como agentes Unicos para matar selectivamente
canceres con defectos en la reparacién del DNA (Drew y Calvert, 2008).

Se ha propuesto que la temozolomida (un agente alquilante derivado de Ila
imidazotetracina) y el cisplatino sean utilizados de manera sinérgica, ya que la primera
evita la reparacién del dafio al DNA hecha por el cisplatino. Sin embargo, en el tratamiento
de neuroblastomas se ha observado una repuesta modesta (Geoerger et al., 2005).

4.2.4 Agentes diferenciantes

El arresto de la diferenciacion y el crecimiento de células malignas producido por el dcido
retindico (AR) son, al parecer, mediados por una o mas de dos familias de receptores de
dcido retindico (RAR o RXR); RAR a, B, v; vy RXR a, B, vy (Linney, 1992), todos ellos
pertenecen a la familia de factores de transcripcién de hormonas esteroideas/tiroideas y
poseen dominios discretos de unidn al DNA y al acido retindico. El 4cido retindico se une a
los receptores de AR, ocasionando cambios conformacionales que promueven la union a
secuencias de DNA cis-activas, lo cual regula la transcripcion de ciertos genes blanco
(Reynolds y Lemons, 2001).

4.2.5 Acido retindico todo-trans

La vitamina A o retinol proveniente principalmente de la dieta, juega un papel critico en el
desarrollo normal de la cresta neural. El metabolismo y almacenamiento del retinol esta
mediado por un conjunto de proteinas de unidn y enzimas. El retinol intracelular es
metabolizado hacia dcido retindico todo-trans (ATRA) (Thiele et al.,, 2005). El acido
retindico todo-trans es un mediador principal de los efectos de la vitamina A via activacién
de varios receptores nucleares RAR y RXR que heterodimerizan y regulan la transcripcién
de genes. La exposiciéon de las lineas celulares humanas de neuroblastoma a dosis
suprafisioldgicas (micromolares) de ATRA, causa una reduccién en el crecimiento celular,
induccion de la extensidn de neuritas y diferenciacién, que es ultraestructural, bioquimica
y electrofisiolégicamente similar a la de las células neurales normales (Abemayor y Sydell,
1989).

El tratamiento de células de NB con ATRA se acompafia de una disminucién en la
expresion y transcripcion del gen N-MYC (Thiele e Israel, 1988). La disminucién en la
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expresion de N-MYC precede el arresto en G1 del ciclo celular, inducido por ATRA. En
contraste, la sobreexpresion de N-MYC bloquea la diferenciacion (Peverali, 1996). El acido
retindico todo-trans induce una baja en los niveles de N-MYC y un incremento del
inhibidor de la cinasas dependiente de ciclina p27, el cual puede mediar el arresto del ciclo
celular durante G1 en el neuroblastoma (Matsuo y Thiele 1998; Nakamura et al., 2003).

El bloqueo de XAB2, parte del complejo correpresor que inhibe la induccién de la
diferenciacién por el acido retindico, incrementa el efecto diferenciante del acido
retindico todo-trans sobre las células de NB (Onhuma-Ishikawa et al., 2007). Se ha
observado que la sobreexpresién de N-MYC y c-myc confiere a las células de
neuroblastoma resistencia al dcido retindico. Sin embargo, las lineas resistentes al AR no
lo fueron al andlogo del acido retindico denominado fenretinida. De hecho, algunas lineas
celulares fueron mas sensibles a la fenretinida que las lineas sensibles al acido retindico
(Reynolds et al., 2000). La fenretinida ha mostrado funcionar mediante un mecanismo
dependiente de especies reactivas de oxigeno distinto al de los agentes diferenciantes
(Lovat et al., 2004).

4.2.6 Fenretinida

La N-(4-hidroxifenil) retinamida o fenretinida (4-HPR) es un retinoide sintético que en
concentraciones entre 1- 10 uM inhibe el crecimiento de NB in vitro (Ponzoni et al., 1995).
Esta molécula al 5-10 uM, es altamente activa contra lineas celulares de NB resistentes al
acido retinoico (Reynolds et al., 2000). En contraste con el ATRA, 4-HPR no induce cambios
en la maduracion, pero es citotdxica, causando apoptosis y necrosis (Maurer et al., 1999).
La toxicidad de 4-HPR en pruebas clinicas quimiopreventivas ha sido minima. Ademas es
bien tolerada en pacientes pediatricos (Garaventa et al., 2003). La mayor toxicidad de 4-
HPR consiste en vision nocturna disminuida, debida al decaimiento de los niveles de
retinol en plasma. No se ha reportado toxicidad hematoldgica (Reynolds y Lemons, 2001).

Los mecanismos mediante los cuales 4-HPR logra la citotoxicidad antitumoral no estan
completamente claros. Uno de los mecanismos mediante los cuales 4-HPR estimula la
apoptosis es la induccién de especies reactivas de oxigeno en las células de NB (Lovat et
al., 2003). Otros mecanismos posibles incluyen la induccion de lipo-oxigenasa, del factor
de transcripcién inducido por estrés GAAD153 (Lovat et al., 2002) y de Bak, un miembro
proapoptdtico de la familia Bcl-2 (Lovat et al., 2003).Gran parte de la citotoxicidad a altas
concentraciones de la fenretinida de las células de NB, es por la via de mecanismos no
apoptoéticos (Maurer et al., 1999). La fenretinida estimula un gran incremento de la
ceramida en lineas celulares de NB, lo cual puede determinar la citotoxicidad no
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apoptodtica (Reynolds et al., 2004). Los agentes que modulan el metabolismo de la
ceramida pueden incrementar la actividad antitumoral de 4-HPR. Farmacos que inhiben
proteinas que modulan el metabolismo de la ceramida y/o su accion, tales como la
glucosilceramida sintetasa/1-O-acilceramida sintetasa, esfingosina cinasa, o el safingol,
pueden incrementar significativamente la actividad antitumoral de 4-HPR con una
toxicidad minima para los fibroblastos normales o los progenitores mieloides de la médula
Osea (Maurer et al., 2000). La fenretinida también ha demostrado inhibir la angiogénesis
inducida por NB (Ribatti, 2001), y la actividad antiangiogénica de 4-HPR puede estar
mediada en parte via ceramida (Erdreich-Epstein et al., 2002). Estos ultimos datos
sugieren que la 4-HPR por si sola o en combinacion con moduladores de la ceramida
pueden lograr actividad antitumoral in vivo, ya sea mediante efectos directos contra el
tumor o por antiangiogénesis (Thiele et al., 2005).

Por otro lado, en lineas celulares de NB resistentes al ATRA y al 4cido retindico 13-cis (AR-
13-cis), la fenretinida ha mostrado alcanzar citotoxicidad multilogaritmica (Reynolds et al.,
2000). La resistencia a AR-13-cis en lineas celulares de NB parece involucrar una condicién
selectiva en el aumento de N-MYC o c-myc. Dichas lineas celulares de NB resistentes al
acido retindico son colateralmente hipersensibles a 4-HPR; por lo tanto, datos preclinicos
sugieren que el uso secuencial de AR-13-cis seguido de 4-HPR, podria constituir una
aproximacion efectiva al tratamiento de la enfermedad residual minima en pacientes de
NB con terapia mieloablativa previa (Thiele et al., 2005).

4.2.7 Potenciadores de la apoptosis

La incidencia de la apoptosis no siempre es reflejo de la efectividad de la quimioterapia
contra NB (Russel y Ling, 2003). Los neuroblastomas frecuentemente carecen de caspasa 8
y algunas veces de caspasa 3. El status de la expresién de las caspasas no estd relacionado
con la expresion de N-MYC (lolascon et al., 2003). La survivina protege a las células de NB
de la induccién de la apoptosis en una manera dependiente del ciclo celular. Las células en
transicion G2/M poseen abundante survivina y son resistentes a apoptosis. Las células en
G1 tienen mucho menos survivina y son sensibles a la apoptosis. La retencién de survivina
en células en G1 a partir de la utilizacion de inhibidores de ubiquitinacion, trae como
resultado resistencia a la induccién de la apoptosis. Por lo tanto, se ha propuesto a la
survivina como un blanco para el incremento de la quimiosensibilidad del neuroblastoma
(Chandele et al., 2004). Se ha reportado también en NB la expresién elevada de survivina,
la expresion alterada de miembros de la familia Bcl-2, asi como la amplificaciéon del
activador de p53 MDM2 (Fulda y Debatin, 2003).
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Los retinoides atipicos (por ejemplo ST1926) matan a las células de NB mediante un
mecanismo diferente al del acido retindico todo-trans. Puede ser independiente de
caspasas, no involucra diferenciacidon ni especies reactivas de oxigeno. ST1926 produce
arresto en G2 y muerte celular independiente de p53 (Di Francesco et al., 2007). La
oxofenretinida es 4 veces mas potente que la fenretinida contra NB y parece funcionar a
partir de un mecanismo independiente de receptores de dacido retindico. Las células se
acumulan en la interfase G2-M y experimentan apoptosis mediante un mecanismo que
requiere de la caspasa 3, pero no de la caspasa 8 (Villani et al., 2006).

La muerte celular en tumores a partir de dialil disulfido, depende de la generacién de
especies reactivas de oxigeno; los neuroblastomas son particularmente susceptibles a este
compuesto. (Filomeni et al., 2005).

El triéxido de arsénico es efectivo contra lineas celulares de NB, auin cuando éstas ultimas
son resistentes a agentes quimioterapéuticos convencionales. Esto ocurre audn en
condiciones hipdxicas. Los agentes quimioterapéuticos convencionales, en contraste, son
menos eficaces bajo estas condiciones. Bajo condiciones de hipoxia y normoxia, Bax se
fragmenta después del tratamiento de las células con triéxido de arsénico, implicando que
el mecanismo de muerte celular es el mismo en ambos escenarios (Karlsson et al., 2005).
El triéxido de arsénico tiene la capacidad de matar células de NB resistentes a multiples
farmacos in vitro e in vivo. Esta droga esta siendo evaluada en pruebas clinicas (Petterson
et al., 2007).

El 4cido docosahexandico es deficiente en células de NB en relacién con neuronas
normales en desarrollo. El suplemento de células de NB con acido docosahexandico las
hace mas susceptibles a los agentes quimioterapéuticos y potencia la induccién de la
apoptosis. El decremento de GSH incrementa este efecto; antioxidantes como la vitamina
E lo disminuyen (Lindskog et al., 2006). Los analogos de la vitamina E son tdxicos para las
células de NB pero no para otros tipos celulares. La expresién de Bcl-2 y Bcl-XL aumentan
la sensibilidad a estos compuestos (Swettenham et al., 2005).

La afidil colina es selectivamente letal para las células de NB y para células de otros
tumores pero no para tipos celulares normales. La afidil colina no es soluble en agua, y por
lo tanto, por si sola, no seria utilizable en quimioterapia. Sin embargo, ha sido incorporada
en un complejo de inclusién de ciclodextrina y probada en modelos de xenotransplantes
subcutaneos murinos, para evaluar su efectividad contra lineas celulares de tumores de
NB nativos y resistentes a vincristina. Es igualmente efectiva contra ambas lineas
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tumorales, y estudios previos sugieren que es sinérgica con otros agentes
guimioterapéuticos convencionales (Michaelis et al., 2001).

La sobreexpresion controlada de N-MYC en células de NB humanas SH-EP, las hace mas
susceptibles a la induccion de la apoptosis a partir de agentes quimioterapéuticos
mediante diversos mecanismos. Estas células acumulan mas dafio en el DNA que aquellas
donde no se expresa N-MYC. Los inhibidores de los microtubulos fueron los agentes
guimioterapéuticos mas potentes en este sistema (Paffhausen et al., 2007).

4.2.8 Moduladores de la transduccion de sefales

Se ha dicho que el factor neurotrdfico derivado de la linea celular glial (GDNF) tiene
potencial terapéutico contra neuroblastoma. Sin embargo, algunas veces incrementa la
guimioresistencia y, junto con la neurturina, bloguea los efectos diferenciantes del acido
retindico (Hansford y Marshall, 2005). La coexpresion del factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF) y del receptor neurotrdfico de tirosina cinasa tipo 2 (TrkB) confiere
resistencia a los neuroblastomas. La transfeccion de TrkB hacia neuroblastomas que
expresan BDNF demuestra esta condicidon. La inhibicion de Trk evita lo anterior. Asi
también, los neuroblastomas que coexpresan TrkB y BDNF fosforilan Akt de manera
constitutiva, mientras que aquellos que no los expresan no lo hacen. Esto implica que la
ventaja de sobrevivencia que confieren las moléculas expresadas puede incrementar la
sensibilidad de estos tumores a la quimioterapia (Jaboin et al., 2002; Li et al., 2005).

En las lineas celulares de NB, la induccién del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) mediante hipoxia y la activacién de flt-1, condujo a la sobreexpresién de Bcl-2 y a
la resistencia a apoptosis, a través de la activacion de la cinasa extracelular regulada por
sefiales (ERK) y de la cinasa activada por mitégenos (MEK) (Das et al., 2005).

La sobreexpresién de Smac/DIABLO sensibiliza al neuroblastoma a TRAIL. La activacién de
la ruta de TRAIL se ha convertido en un método importante para inducir la apoptosis,
excepto en células resistentes a TRAIL. Sin embargo, el tratamiento de estas células con
otras drogas citotdxicas las hace sensibles, proveyendo ventajas terapéuticas efectivas.
Ademas de activar rutas apoptéticas, la inhibicion o supresion de la proliferaciéon celular es
necesaria para sensibilizar a las células cancerigenas hacia la apoptosis. Entre algunas
proteinas criticas relevantes para tal efecto, se encuentran NF-kB y Akt. La activacion de
NF-kB bloqueé la apoptosis al interferir con la funcién de TNFa/TRAIL y/o a través de la
activacion de proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2. De manera similar, Akt media la
sobrevivencia celular a partir de la regulacidn de proteinas de sobrevivencia celular y
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mediante el bloqueo de la funcidn de Bad proapoptético al fosforilarlo. La alteracién de la
expresion de Akt a partir de constructos negativos dominantes o por la expresion del
homologo de fosfatasa y tensina (PTEN) interfieren con su funcidn (Kumar et al., 2004).

Los neuroblastomas son resistentes a TRAIL, debido a que carecen de la caspasa 8. Sin
embargo, la induccién de la expresion de esta proteina no restablece la sensibilidad hacia
TRAIL en todos los casos. Esto se debe a que varios neuroblastomas no presentan
receptores a TRAIL. La adriamicina y el etoposido inducen la expresién de receptores de
TRAIL. Se pueden complementar con IFN-y, el cual induce la produccidn de caspasa 8 y la
sensibilidad a TRAIL (Yang et al., 2003).

La resistencia in vitro de células de NB a la doxorubicina y a MDL-28842, esta acompafiada
por una disminucién en la sefializacidn a través de la ruta de efectores de la cinasa de la
proteina activada por mitdgenos (MAPK) (Mattingly et al., 2001; Mattingly, 2003).

Las células resistentes a la doxorubicina tienen efectores de sefalizacion Stat3 asi como
de Bcl-XL sobreregulados. La inhibicidn de la sefializacién en la ruta de Jak/Stat3 conduce a
un incremento de la sensibilidad hacia la doxorubicina. Las células sensibles a la
doxorubicina, incubadas con medio proveniente de células resistentes a la doxorubicina,
adquieren resistencia a este farmaco y muestran activacion de la ruta de Stat3 (Rebbaa et
al., 2001). Este es otro ejemplo de la actividad de un factor de resistencia
presumiblemente secretado, que induce resistencia en células previamente sensibles
(Schor, 2009).

La inhibicién de PKCB disminuye la quimioresistencia de lineas celulares de NB resistentes
a la doxorubicina, al etoposido, a paclitaxel y vincristina, excepto al carboplatino. No tiene
efecto sobre la sensibilidad de lineas de NB no resistentes (Svensson y Larsson, 2003).

La geldanamicina es un farmaco efectivo contra NB que inhibe la protecciéon contra la
apoptosis inducida por proteinas de choque térmico. La diferenciacién de células de NB
con 4cido retindico inhibe la actividad de la geldanamicina, presumiblemente debido a
que interfiere en la translocacion de p53 y la activacion de ERK y Akt (Shen et al., 2007).

4.2.9 Agentes antineoplasicos dirigidos

Varias aproximaciones experimentales en NB explotan las caracteristicas neurales de las
células del tumor. Se han dirigido anticuerpos monoclonales murinos anti-humanos hacia
el diasilganglidsido selectivo de neuroblastoma, GD2. Las células de NB que se unen a
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anticuerpos son marcadas para el sistema reticuloendotelial del hospedero en virtud de
los anticuerpos, antimurinos humanos enddgenos, y de las células T killer movilizadas por
las células cancerosas marcadas con el anticuerpo. Se hipotetiza que esta aproximacién
tendrd como resultado la erradicacidon de las células de neuroblastoma portadoras de GD2
con poca o nula toxicidad para el hospedero. El anticuerpo 3F8 IgG3 murino anti-GD2
mata las células de neuroblastoma mediante citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpos. Factores genéticos influyen en la respuesta clinica hacia 3F8
y polimorfismos especificos predicen eventos de recuperacion excelente (Cheung et al.,
2006). El marcaje de 3F8 con el isétopo 131 de fosforo, ha sido utilizado para dirigir
radioactividad citotoxica hacia células de neuroblastoma (Dauer et al., 2007).

Con base en la hipétesis de que la sefializacién de neurotrofinas a través de receptores en
la superficie de las células de NB confiere a estas células efectos protectores, ligandos
inhibidores competitivos han sido estudiados como agentes coadyuvantes potenciales en
la terapia de neuroblastomas quimioresistentes. Ademas, se ha propuesto el desarrollo de
ligandos agonistas de receptores neurotréficos proapoptéticos putativamente como
agentes quimioterapéuticos primarios (Guillemard y Saragovi, 2004). La utilidad clinica de
estos agentes se complica en funcién de la variabilidad de la funcidn pro y antiapoptética
del mismo tumor. Es de esperarse que el alcance efectivo de rutas de senalizacion tendrd
gue esperar a la identificacion de los efectores rio-abajo selectivos de NB (Schor, 2009).

Como un modo de terapia, se ha propuesto la explotacién del sistema de absorciéon de
catecolaminas en la superficie de la mayoria de las células de NB. El analogo de la
dopamina, generador de radicales de oxigeno 6-hidroxidopamina, ha sido utilizado ex vivo
para “purgar” las células de NB fuera de la médula ésea de pacientes, previamente al
transplante de médula 6sea después de quimioterapia post-ablativa. A pesar de que el
régimen de purga en realidad elimina las células de NB, mientras que las células de la
médula ésea remanentes se injertan, la mayoria de los pacientes desarrolla enfermedad
recurrente en los sitios originales del tumor, lo cual implica que la tan llamada
guimioterapia ablativa no libere al paciente por completo del tumor. El uso de 6-
hidroxidopamina in vivo estd limitado por la toxicidad hacia el SNS normal. Varios estudios
representan intentos para administrar 6-hidroxidopamina en conjunto con agentes que
selectivamente protegen a las células normales (Schor, 2009).

El producto antimitético natural, neocarzinostatina, es un profarmaco que, al ser activado
por reduccidn del sulfhidrilo, induce apoptosis en células de NB. Schor (1992) utilizé 6-
mercaptodopamina, un analogo de dopamina con un grupo sulfhidrilo libre, para cargar

selectivamente células de NB con equivalentes reductores, antes de tratarlas con
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neocarzinostatina. A pesar de que este avance es efectivo in vitro, la 6-mercaptodopamina
forma una goma muy higroscdpica y es poco manejable farmacoldgicamente.

La sobreexpresidon de proteinas antiapoptdticas de la familia Bcl-2, incluyendo a Bcl-XL, es
un mecanismo comun de resistencia quimioterapéutica en las células de NB (Dole et al.,
1995). La sobreexpresion de Bcl-2 en células de la cresta neural esta asociada al
incremento del contenido de GSH y a la capacidad de su contraparte oxidada para
reciclarlo (Tyurina et al., 1997). Este potencial reductor optimizado condujo a la hipdtesis
de que la actividad de la neocarzinostatina induce el corte de Bcl-2 (26 kDa) por medio de
la caspasa 3, para formar un fragmento proapoptético (19 kDa) (Liang et al., 2002). Este
hallazgo permite predecir en qué tumores podria ser eficaz la neocarzinostatina ya que los
tumores deben expresar tanto caspasa 3 como Bcl-2, con el fin de que el efecto de
induccién de la apoptosis se vea incrementado (Mi et al., 2006; Rogers et al., 2008).

4.2.10 Agentes anti-migracion y/o anti-adhesion

El gen nm23-H1 codifica para la nucledsido difosfato cinasa A (NDPK-A), su sobreexpresion
y la mutacién S120G frecuentemente ocurren en pacientes con neuroblastoma
metastdsico. Estas alteraciones en NDPK-A, incrementan la migracion celular in vitro y
promueven la metdstasis in vivo. Después de explorar varias drogas anticancerigenas
chinas, fue posible aislar un compuesto puro llamado DSNC. Se observd que éste inhibe no
solo la proliferacion, sino también |la migracion de células de neuroblastoma humanas. De
manera similar, DSNC inhibid la migracion de células de neuroblastoma que
sobreexpresan el tipo silvestre y el NDPK-A mutante S120G. Esto sugiere que DSNC puede
ser un agente terapéutico potencial para el tratamiento de pacientes con neuroblastoma
metastdsico, especialmente aquellos con alteraciones genéticas en NDPK-A (Almreng vy
Chang, 2004).

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es capaz de estimular la
proliferacion de células humanas de neuroblastoma SH-SY5Y, asi como su migracion e
invasion a través de una barrera de matriz extracelular. Se ha evaluado el efecto de la
somatostatina sobre la movilidad y la invasién de células SH-SY5Y estimuladas por PDGF, y
se encontrdé que éste inhibe en forma potente y eficiente, la migracién y la invasion,
mediante un mecanismo que depende parcialmente de la inhibicion de ERK, asi como de
la inhibicion de la pequefia proteina-G Rac. Por lo tanto, se sugiere que la somatostatina
puede ser Util para controlar el crecimiento invasivo en neuroblastoma (Pola et al., 2003).
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La quimioresistencia adquirida en NB estd acompanada por la desregulacién de la
molécula de adhesion celular neural (N-CAM), la cual conduce a un aumento en la
adhesidn endotelial y la invasion. La quimioresistencia esta relacionada con el aumento de
comportamiento maligno . La transfeccion de N-CAM en células de NB y de glioma, ha
mostrado reducir la invasion de las células tumorales. El tratamiento de células de NB con
acido retindico genera un incremento en la expresion de N-CAM, lo cual puede estar
relacionado con la disminucién de la malignidad de estas células después de dicho
tratamiento (Blaheta et al., 2006). La expresion de N-CAM esta regulada por el receptor
neurotroéfico p75, antagonista del factor de crecimiento neural (NGF) que se une a dicho
receptor y puede influir no solo en la sobrevivencia de células tumorales, sino también en
su adhesion (Mirnics et al., 2005).

4.2.11 Compuestos metalicos (Casiopeinas)

Se conoce que el neuroblastoma, al igual que varios otros tumores del sistema nervioso,
tales como los gliomas malignos, es resistente a diferentes tipos de quimioterapia, lo cual
coincide con evidencia que demuestra que las células de NB son proclives a desarrollar
resistencia a los farmacos durante el tratamiento. Por lo tanto, la busqueda de agentes
guimioterapéuticos mds efectivos que puedan ser usados contra estos tumores ha
adquirido relevancia. Mas aun, el concepto de que el uso de farmacos basados en
componentes metalicos (esenciales) enddgenos puede ser mas efectivo y menos toxico
qgue el de otros agentes actualmente utilizados, impulsé a varios grupos a desarrollar
drogas basadas en el cobre para ser empleadas como agentes terapéuticos. Asi, surgen los
compuestos de cobre quelantes mixtos, denominados Casiopeinas®, los cuales presentan
la formula: Cu (N-N)(A-A)]NO3 (A-AN-O, 0-0) (Ruiz et al., 1993; Ruiz et al., 1995).

Ademas, se ha demostrado que algunos compuestos genéricos basados en el cobre
pueden exhibir un potencial antineopldsico mayor que el de drogas como el cisplatino en
diferentes tipos de cancer como el carcinoma ovarico humano (CH1), leucemia murina
(L1210), asi como varios carcinomas cérvico-uterinos (De Vizcaya-Ruiz et al., 2000; Gracia-
Mora et al., 2001). No obstante, las casiopeinas necesitan ser caracterizadas para evaluar
sus propiedades en tumores del sistema nervioso. Hasta ahora, solamente se han probado
en el meduloblastoma (Mejia y Ruiz, 2008) y se ha observado que inducen apoptosis. Se
han probado los efectos de la Casiopeina ll-gly (Cas ligly) [Cu(4,7-dimethyl-1, 10-
phenanthroline)(glycine)(H,0)]NOs en ratas con glioma C6 y en cultivos celulares de
células de glioma C6. Los datos obtenidos muestran que Cas ligly inhibid el crecimiento
celular e indujo MCP in vivo e in vitro, involucrando la formaciéon de EROs como uno de los
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efectos positivos de la casiopeina a través de mecanismos tanto dependientes como
independientes de caspasas (Trejo et al., 2005).

Avances recientes en la investigacion sobre el cancer, sugieren que varios estimulos
apoptdéticos comparten rutas caracterizadas por la generacion de EROs y por la pérdida del
potencial de la membrana mitocondrial, con cambios subsecuentes en la permeabilidad
de la membrana mitocondrial externa y la liberacién del factor apoptogénico (Siro et al.,
1998; Decaudin et al., 1997). La translocacién mitocondrio-nuclear de AIF parece ser una
caracteristica constante de la apoptosis, independientemente de las condiciones que la
desencadenan (inhibicién de proteina cinasas, sobreexpresiéon de c-myc, ceramida, etc.)
(Murahashi et al., 2003). Esto sugiere que las casiopeinas pueden tener un papel y efecto
potencial similar sobre las células de NB. Mds auln, su relevante actividad citotoxica,
citoestdtica y antineopldsica, junto con su demostrada baja toxicidad (Trejo et al., 2005)
han generado grandes expectativas en el tratamiento del NB en el futuro.

4.2.12 Inmunoterapia

La destruccion in vivo de células de NB a partir de su reconocimiento por células T, el
reconocimiento facilitado por anticuerpos o por células del sistema inmune innato, ha
demostrado ser efectivo en modelos preclinicos murinos. El beneficio antitumoral al
utilizar esta estrategia parece ser mayor cuando la carga tumoral es minima (Cheung y
Sondel, 2005).

Se han implementado pruebas clinicas para tratar de incrementar hasta donde sea posible
la especificidad y eficacia de citocinas mediante el uso de células tumorales autdlogas
transfectadas con citocinas, tales como IL-2 (Pertl et al., 2003), IL-12, GM-CSF e interferén
gama (Bausero et al., 1996; Yoshida et al., 1999), o linfotactina, como vacunas para
estimular la respuesta inmunolégica del hospedero hacia el neuroblastoma. Otros avances
incluyen el uso de vacunas de DNA (Pertl et al., 2003), o vacunas de células dendriticas
(Chen et al., 2003).

La ciclofosfamida junto con iridotecan o topotecan/vincristina, puede ser utilizada
efectivamente en la preparacion de pacientes para inmunoterapia en casos de
neuroblastoma refractario (Kushner et al., 2004). Se sintetizd una nueva IL-2 blanco
mediante su unién a un anticuerpo monoclonal a GD2. La toxicidad fue tolerable, no se
observaron respuestas parciales ni completas, pero fue posible demostrar Ia
inmunoreactividad hacia el tumor en este estudio de Fase-l (Osenga et al., 2006).
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4.2.13 Efectos adversos

No obstante la implementacién de nuevas terapias, se siguen presentando efectos no
deseados observados con varios de los agentes quimioterapéuticos convencionales (Tabla
2).

Tabla 2. Agentes quimioterapéuticos utilizados en las nuevas terapias para el
tratamiento del NB.

Farmaco Efectos adversos

Etopdsido - Disminucidn de la presién sanguinea
- Disminucion del hematocrito
- Alopecia

- Sabor metalico, diarrea

Onconasa - Fatiga
- Alopecia
- Nausea
BBR3464 - Diarrea
- Espasmos musculares (calambres)
- Vomito
CPEC - Cardiotoxicidad severa (hipotension)
Temozolomida - Ansiedad, transtornos del suefio, cinetosis

- Cefalalgia, dolor articular, debilidad
- Alopecia, aumento de peso
- Vémito, constipacion, diarrea

ATRA - Disnea, fiebre
- Edema periférico, aumento de peso

Acido - Resequedad en mucosas y piel
Retindico - Fluctuaciones en la presion arterial
- Dolor muscular y articular, cefalalgia, debilidad
- Aumento de enzimas hepaticas
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Tabla 2. Continuacion...

Farmaco

Fenretinida

Trioxido de
Arsénico

Acido
Docosahexandico

Ciclodextrina

Neocarzinostatina

Casiopeinas

Efectos adversos

- Nictalopia
- Resequedad en mucosas y piel

- Desoérdenes en la coagulacion

- Inflamacion de higado y pulmones

- Alopecia

- Abortos, bajo peso en recién nacidos

- Dolor abdominal, vomito, diarrea, hemorragia gastrointestinal

- Hemorragia cerebral
- Alteraciones en el habla, vision, adormecimiento de extremidades
- Debilidad, cefalalgia severa

- Nausea, vomito, diarrea
- Dolor abdominal

- Hipertension
- Fiebre, confusion mental
- Disfuncién renal y hepética

- Disminucion de la presidn arterial

- Taquipnea

- Taquicardia alternada con bradicardia
- Edema pulmonar

Tabla 2: CPEC: Ciclopentenil citosina; ATRA: Acido retinéico todo-trans.

56




DISCUSION Y CONCLUSIONES

El reconocimiento de que aberraciones en la apoptosis pueden constituir un obstaculo
clinico mayor que sortear en el tratamiento del cancer, ha generado una gran variedad de
estrategias encaminadas a explotar esta ruta con la esperanza de ser capaces de
desencadenar una muerte celular tumor-selectiva. La meta de cualquier estrategia
terapéutica es impactar en las células tumorales blanco con un efecto nocivo minimo a la
funcion celular normal. Es muy comun observar que la perturbacién de la funcidon celular
en un tumor, a menudo compromete severamente la homeostasis celular normal, de tal
forma que la intervencién terapéutica llega a ser de valor clinico limitado. El reto radica en
el hecho de que todas las células normales también poseen la capacidad de entrar en el
programa apoptdtico y, mas aun, a menudo lo hacen mas eficientemente que sus
contrapartes tumorogénicas.

El problema de obtener selectividad farmacoldgica, no estd mas claramente demostrado
gue en varios de los quimioterapéuticos convencionales que estan disefiados para
explotar la respuesta proliferativa acelerada observada en varios tipos de tumores, con
consecuencias devastadoras para células proliferativas saludables. Asi que la pregunta es:
érealmente se puede esperar explotar la apoptosis como una estrategia terapéutica y
alcanzar la destruccion tumoral selectiva sin comprometer la funcién celular normal? En
principio, eso puede ser posible si podemos explotar la expresion y/o la funcién de
moléculas relacionadas con la apoptosis, las cuales se encarguen exclusivamente de
mantener la funcién celular tumoral o bien, moléculas que sean reguladas de una manera
diferente en células tumorales que en células normales.

A pesar de que se ha logrado un progreso sustancial en las aproximaciones del
tratamiento hacia los pacientes con NB de riesgo bajo e intermedio, las tasas de cura para
aquellos nifios con neuroblastoma metastdtico permanecen insatisfactorias. La mayoria
de los pacientes de bajo riesgo son tratados con éxito Unicamente mediante cirugia, y
algunos infantes no requieren tratamiento porque sus tumores tienen una alta frecuencia
de regresidon espontdnea. Alun en aquellos infantes con un estadio de NB 1V, la
sobrevivencia a largo plazo, mas del 90 %, es tipica si el gen tumoral N-MYC no se ve
amplificado. De manera similar, entre aquellos pacientes con tumores en estadio de riesgo
medio, existe una expectativa de vida mayor del 90 % después de una quimiotrapia de
dosis moderada y cirugia. En contraste, el éxito permanece pobre en aquellos nifos

mayores de un aiio con NB metastasico, con o sin amplificacién de N-MYC, y durante la
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década pasada ha habido solamente una mejoria modesta en las tasas de curacidn.
Ademads, a pesar de haber logrado una remisién clinica completa, la mayoria de los nifios
con la enfermedad en estadio de alto riesgo reincidiran debido a la enfermedad residual
producto de la farmaco-resistencia. La erradicacion de la enfermedad microscdpica
reincidente permanece como el reto mas significativo en el tratamiento del NB
metastasico.

Una variedad de complicaciones agudas y tardias originadas a partir del NB y su
tratamiento pueden ocurrir; estas incluyen efectos a largo plazo de la quimioterapia,
radioterapia y cirugia. Los pacientes de alto riesgo se encuentran mayormente expuestos
debido a las estrategias intensivas de los tratamientos multimodales que actualmente se
utilizan

El cdncer es una enfermedad sumamente compleja, definida por un colectivo heterogéneo
de lesiones genéticas que inician y mantienen la tumorogénesis. La diseccion molecular de
estas lesiones ha identificado objetivos clave para el descubrimiento de farmacos. Los
defectos en la regulacion de la apoptosis juegan un papel fundamental al mediar la
progresion del tumor y la quimioresistencia que impide la eficacia de las terapias en una
gran proporcion de neuroblastomas de alto riesgo. Las células de NB manifiestan varios
procesos moleculares aberrantes que deberian comprometerse en rutas apoptodticas
autoregulatorias, incluyendo la desregulacion de oncogenes como N-MYC, defectos en la
segregacion cromosomica (aneuploidia), pérdida de contactos célula-célula (metastasis) y
la deprivacion de nutrientes in situ (hipoxia, acidosis y deprivacion de neurotrofinas). Estas
aberraciones hacen a estas células mas dependientes de la supresién de la apoptosis que
sus contrapartes normales, proveyendo de una fuerte exposicién razonable para que las
terapias proapoptéticas reestablezcan la quimiosensibilidad e incrementen las tasas de
sobrevivencia.

Una caracteristica distintiva del neuroblastoma es la heterogeneidad, con un amplio
espectro de comportamiento clinico, el cual varia de acuerdo con la edad de diagndstico,
el estadio de la enfermedad, y la biologia del tumor. Esta heterogeneidad es mds evidente
en los numerosos cambios genéticos ligados a la transformacion identificados en lineas
celulares y tumores. Algunas de estas aberraciones son factores predictivos de la
respuesta y el éxito del tratamiento. Aunque se ha logrado un progreso substancial en la
aproximacion terapéutica en pacientes con NB de bajo y medio riesgo, la tasa de cura en
nifios con NB metastasico permanece insatisfactoria.
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La investigacidn futura que involucre pruebas preclinicas y clinicas necesariamente tendra
gue contemplar puntos de eficacia tanto bioldgicos como clinicos. La naturaleza de las
terapias ruta-objetivo también ofrece oportunidades para la utilizacion de estrategias
sinérgicas, no solamente con citotdxicos tradicionales, sino con otros agentes de ruta
especificos para optimizar el tratamiento de manera conjunta.
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ALCANCES ACTUALES Y PERSPECTIVAS

Avances futuros en las tasas de sobrevivencia requerirdn de aproximaciones innovadoras
en los tratamientos, basadas en un mejor entendimiento de las lesiones genéticas
moleculares, responsables de la progresidon del neuroblastoma y de las fallas en los
tratamientos. Idealmente, dichos compuestos innovadores deberdn ser capaces de
aumentar o restablecer la eficacia de los citotdxicos utilizados actualmente, no presentar
resistencia cruzada con agentes actuales, y tener distintas toxicidades no-aditivas o
ninguna toxicidad.

La investigacidn debe enfocar sus esfuerzos en el descubrimiento de nuevos genes y rutas
criticas en la tumorogénesis y la farmaco-resistencia del NB. Se espera que los alcances
basados en tratamientos bioldgicos sean mas efectivos y menos toxicos que los regimenes
actuales. Por otro lado, si la progresion clinica de un tumor pequefio de NB local hacia una
enfermedad metastasica no ocurre en forma general, entonces la terapia citotdxica
coadyuvante probablemente no sea necesaria para la mayoria de estos pacientes. Por
otro lado, a pesar de la sensibilidad general de NB a la quimioterapia, la cura de la
metastasis residual minima sigue siendo dificil. Debe hacerse énfasis en la investigacion
enfocada en su evaluacion, control y erradicacion. Lo mas importante de todo, con la lista
creciente de terapias promisorias, los esfuerzos para integrarlas de manera oportuna y
efectiva en una estrategia general de cura deben ser una prioridad.

Uno de los avances mas importantes en la investigacion del cancer en los ultimos afios, es
el reconocimiento de que la muerte celular, en la mayoria de los casos por apoptosis, esta
involucrada de manera crucial en la regulaciéon de la formacién de tumores, al mismo
tiempo que determina de manera critica la respuesta a los tratamientos. La destruccién de
células tumorales a partir de la mayoria de las estrategias anticancer utilizadas
actualmente en la oncologia clinica, por ejemplo, quimioterapia, radioterapia, terapia de
genes suicidas o inmunoterapia, ha sido ligada a la activacién de rutas de traduccién de
sefiales de la apoptosis en las células cancerosas. Por lo tanto, las fallas en la induccién de
la apoptosis pueden resultar en resistencia a los tratamientos. El entendimiento de los
eventos moleculares que regulan la apoptosis en respuesta a la terapia contra el cancer, y
de cémo las células cancerosas evaden la muerte apoptética, provee de nuevas
oportunidades para lograr una aproximacién mas racional en el desarrollo de terapias
moleculares dirigidas para combatir el cancer.
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GLOSARIO DE TERMINOS

3F8: Anticuerpo monoclonal 3F8.

4-HPR: 4-hidroxifenil-retinamida (fenretinida).
A

a3p1: Integrina alfa3betal.

A1/Bfl-1: A1l o Bfl-1, homdlogo de Bcl-2 aislado de higado fetal humano. Miembro
antiapoptético de Bcl-2.

AIF:  Factor inductor de la apoptosis.

Akt: Miembro de la familia de protein—cinasas B (PKB).
ALK: Cinasa de linfoma anaplasico.

ANT: Proteina de membrana mitocondrial interna translocadora de nucleétidos.
AP-1: Proteina activadora 1.

Apaf-1: Factor activador de la peptidasa apoptdtica 1.
APC: Célula presentadora de antigenos.

AR:  Acido retindico.

AR-13-cis: Acido retindico 13-cis.

Ara-C: Citosina arabindsida.

ATP: Adenosin trifosfato.

ATRA: Acido retindico todo-trans.

B

Bad: Proteina d asociada a Bcl-2.
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Bag-1: Regulador de la chaperona molecular 1, perteneciente a la familia BAG.
Bak: Asesino antagonista de Bcl-2. Miembro pro-apoptdtico de Bcl-2.

Bax: Proteina x asociada a Bcl-2.

BBR3464: Tetranitrato de triplatino.

Bcl-2: Poteina de linfoma 2 de células B.

Bcl-w: Proteina similar a Bcl-2. Miembro anti-apoptético de Bcl-2.

Bcl-XL: Proteina de linfoma de células B “extra grande”. Miembro anti-apoptético de
la familia Bcl-2.

Bcl-XS: Proteina pro-apoptodtica de la familia Bcl-2.
BDNF: Factor de necrosis tumoral derivado de cerebro.
BH: Dominio de homologia a Bcl-2.

BHA: Hidroxianisol butilado.

BHLHzip: Motivo estructural protéico “base-hélice-loop-hélice-cierre” que caracteriza a
una familia de factores de transcripcion.

Bid: Dominio agonista de muerte que interactia con BH3. Miembro pro-apoptdtico
de la familia Bcl-2.

Bik: Proteina de muerte que interactta con Bcl-2. Miembro pro-apoptoético de la
familia Bcl-2.

Bim: Proteina pro-apoptética de la familia Bcl-2.
BIR:  Repeticidn de IAP de baculovirus.
Bok: Proteina ovdrica de muerte relacionada con Bcl-2. Miembro pro-apoptético de

Bcl-2.
BSO: Butionil sulfoximina.
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Ca" Simbolo del elemento quimico Calcio.

CAD: DNasa activada por caspasas.

CD1d: Miembro de la familia de glicoproteinas “conglomerado de diferenciaciéon 1”.
CD55: Complemento factor acelerador del decaimiento.

CD59: Protectina, proteina regulatoria de complemento.

CD95: Receptor de Fas (También conocido como APO-1).

cDNA: DNA complementario.

Ced3: Gen de muerte celular descubierto en Caenorhabditis elegans. Promueve la
apoptosis y es un homdlogo de Apaf-3/caspasa-9 y caspasa-3.

c-IAP: Proteina contenedora de una repeticién de la proteina baculoviral inhibidora
de la apoptosis

CAD: DNasa activada por caspasas.

Citc: Citocromo ¢

c-myc: Oncogen relacionado a la mielocitomatosis viral.
CPEC: Ciclopentenil citosina.

CTLS: Sistemas de antigenos reconocidos por linfocitos T citotdxicos.

DcR: Receptor senuelo.

dCTP: Desoxicitidina trifosfato.

DD: Dominio de muerte.

DED: Dominio efector de muerte.

DIABLO: Proteina de unién directa a IAP con bajo punto isoeléctrico.

DISC: Complejo de sefializacién inductor de muerte.
63



DNA: Acido desoxirribonucléico.
DR:  Receptor de muerte.

DR3: Receptor de muerte 3.
DR6: Receptor de muerte 6.

dUTP: Desoxiuridin trifosfatasa.

Eda: Ectodisplasina.

EDAR: Receptor a ectodisplasina.

Egll: Gen de la endo-beta-1,4-gluconasa.
ERK: Cinasa extracelular regulada por sefiales.

ERO: Especie reactiva de oxigeno.

F
FADD: Dominio de muerte asociado a Fas.
Fas: También conocido como CD95 y Apo-1. Es un miembro de la familia del

receptor de TNF y promueve la apoptosis.
FasL: Fas ligando, también conocido como ligando de APO-1.
FLICE: Enzima convertidora de interleucina-1 beta similar a FAAD.

FLIPL: Forma larga de la proteina inhibidora similar a FLICE.

G
GAAD153: Gen de arresto del crecimiento y dafio al DNA 153.
GD1a: Gangliésido 1a.
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GD2: Disialogangliosido.

GDNF: Factor neurotroéfico derivado de la linea celular glial.

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de monocitos y granulocitos.
GN:  Ganglioneuroma.

GNB: Ganglioneuroblastoma.

GSH: Glutation.

H

HA14-1:  2-Amino-6-bromo-a-ciano-3- (etoxicarbonil)-4H-1-benzopiran-4-acido acético
etil éster.

HDM2:Proteina doble minuto-2 humana.

HIF-1a: Factor de hypoxia inducible 1alfa.

hMLH1: Homdlogo 1 MutL de cancer colorectal no poliposo tipo 2.
HPV: Virus del papiloma humano.

Hrk : Activador de apoptosis harakiri. Miembro pro-apoptoético de Bcl-2.

IAPs: Proteinas inhibidoras de la apoptosis.
IBM: Motivo de unidn a IAP.

ICAD: Inhibidor de la DNasa activada por caspasas.
Id2 Inhibidor de la proteina de unién al DNA.
IFN-y: Interferén gama.

IgM: Inmunoglobulina M.

IKK:  Cinasa IkB.
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IL-2:

Interleucina 2.

ILP-2: Proteina similar a IAP-2.

IMID: Muerte mediada por integrinas.

INK:

K

kDa:

Cinasa N-terminal que fosforila a c-Jun.

Kilo-Dalton.

Killer/Dr5: Ligando inductor de la apoptosis relacionado a TNFR 2.

L-MYC:Oncogen relacionado a la mielocitomatosis viral, “L” por derivado de pulmén.

M

MAPc:

MAPK:

MAX:

Mcl-1:

MCP:

MDM2:

MDR1:

MEK:

MHC:

MRNA:

Proteina asociada a microtubulos.
Proteina cinasa activada por mitdgenos.
Proteina bHLH-cierre relacionada con c-Myc, L-Myc y N-Myc.

Proteina de diferenciacion celular de leucemia mieloide 1. Miembro anti-
apoptotico de Bcl-2.

Muerte celular programada.

Proteina doble minuto 2-murina.

Factor de resistencia a multiples farmacos 1
Cinasa activada por mitégenos.

Complejo mayor de histocompatibilidad.

Acido ribonucleico mensajero.
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MRP: Proteina de resistencia a multiples farmacos.

MYC: Proteina de mielocitomatosis viral
N
NB: Neuroblastoma.

N-CAM: Molécula de adhesién celular neural.

NDPK-A: Nucledsido difosfato cinasa A.

NF-kB: Factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de células B activadas.
NGF: Factor de crecimiento neuronal.

NGFR: Receptor del factor de crecimiento neuronal.

NIAP: Proteina inhibidora de la apoptosis neuronal.

NK: Célula natural killer.

NKT: Célula que comparte caracteristicas de células Ty natural killer.

nm23-H1: Gen supresor metastdasico relacionado con la proteina nucledsido
difosfatocinasa A (NDK A).

N-MYC: Oncogen relacionado a la mielocitomatosis viral, “N” por derivado de
neuroblastoma.

(o]
OoDC: Ornitina descarboxilasa.
Omi/HtrA2: Proteasa de serina mitochondrial conocida como Omi o HtrA2.

OPG: Osteoprotegerina.

p21WAF1: Proteina inhibidora de cinasas dependiente de ciclina.
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p53: Gen supresor tumoral llamado asi por su aparente masa molecular.

p63: Proteina relacionada a la transformacién 63.
p73: Gen supresor tumoral relacionado con p53.
PARP: Poli adenosina ribosa fosfato polimerasa.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaguetas.

Perp: Efector de apoptosis por p53 relacionado a la proteina 22 de la mielina (PMP-
22).

P-gp: Glicoproteina de permeabilidad.

PKCB: Isoforma beta de la proteina cinasa C.

PT: Poro mitocondrial de transicion.

PTEN: Proteina de fosfatasa y tensina.

PUMA: Modulador de la apoptosis de p53 regulado a la alta.
R

Raf-1: Cinasa especifica de serina/treonina.

RAR: Receptor a acido retindico.

RIP:  Proteina que interactla con receptores.

RNA: Acido ribonucléico.

RXR: Receptor al retinoide X.

sirt 1: Gen codificador de la proteina sirtuina 1.
Smac: Segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria.

SNS: Sistema nervioso simpatico.
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SSCP: Polimorfismo conformacional de una sola hebra.

STAT-1:  Transductor de sefial y activador de la transcripcién 1.
SV40: Virus vacuolar de simios 40.

T

TCD4™: Linfocitos T que expresan la proteina de superficie CDA4.
TAB2: Proteina 2 de unién a TAK1.

TAK1: Cinasa activada por el factor de crecimiento transformante 1.
tBid:  Bid truncado.

TCR: Receptorde lacélulaT.

TERT: Telomerasa reverso transcriptasa.

TGF-B: Factor de crecimiento transformador beta.

Th: Linfocito T helper.

TL1A: Ligando similar a TNF que se une a DR3 y TR6/DcR3.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral.

Topl: Topoisomerasal

Toplmt: Topoisomerasa 1 del DNA, mitocondrial.

TRADD: Dominio de muerte asociado a TNFR 1.

TRAF: Factor asociado a TNFR.

TRAIL: Ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF.

TRAILR: Receptor ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF.
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TrkB: Receptor neurotrofico de tirosina cinasa tipo 2.

TROY: Miembro numero 19 de la superfamilia TNFR.

Vv

VDAC: Canal anidnico dependiente de voltaje.

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.

X

XEDAR: Receptor de ectodisplasina A2 ligado al cromosoma X.

XIAP: Proteina inhibidora de la apoptosis ligada al cromosoma X.
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