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De La Rdsa-VeIézquez I A. 2002. Caracterizacién del tipo de muerte celular
(apoptosis, necrosis o autofagia) inducida en cultivos cortos de células de
carcinoma mamario por diferentes agentes antineoplasicos. Tesis de

licenciatura. Facultad de Ciencias. Universidad Nacional Auténoma de México.
Meéxico.

RESUMEN

Durante mucho tiempo se considero a la apoptosis y a la necrosis como los Unicos
tipos de muerte celular presente en los organismos multicelulares como resultado
tanto de procesos fisioldgicos como patolégicos. Sin embargo, en los Ultimos afos
se ha descrito otra forma de muerte celular denominada autofagia o muerte
lisosomal, la cual se ha encontrado presente a lo largo de la escala evolutiva y se
caracteriza por la presencia de vacuolas autofagicas que degradan todo el
contenido celular dando como consecuencia la muerte. La autofagia se ha descrito
como resultado de procesos fisiol6gicos (metamorfosis de insectos) y patolégicos
(enfermedad de parkinson). En el presente estudio se evalué la capacidad de los
farmacos antineoplasicos 5- fluoracilo (5FU) y Epirubicina (EPIl) para inducir
apoptosis, necrosis y autofagia en células aisladas de tumores de mama. Para ello
se obtuvieron 3 biopsias de tumores de mama, los cuales fueron disgregados para
obtener las células, las cuales fueron tratadas con SFU (6ug/ml), EPI (0.04 ng/ml)
y la combinacién de ambos durante 2, 4 y 6 horas. Las diferentes técnicas de
deteccidon de muerte celular utilizadas, permitieron identificar que en el tumor 1
predomind la muerte autofagica, en el tumor 2 se observd una combinacién de
apoptosis y autofagia y que en el tumor 3 se detectd solo apoptosis. Lo que
permite concluir que la muerte por autofagia puede también puede ser inducida
por los agentes antineoplasicos ya que hasta la fecha solo se consideraba que
inducian apoptosis y necrosis. La apoptosis y al autofagia son procesos no
excluyentes vy la activacién de la via autofagica puede representar otro blanco
potencial para el disefio de nuevos farmacos antineoplasicos.



CARACTERIZACION DEL TIPO DE MUERTE CELULAR (APOPTOSIS,
NECROSIS O AUTOFAGIA) INDUCIDA EN CULTIVOS CORTOS DE CELULAS
DE CARCINOMA MAMARIO POR DIFERENTES AGENTES
ANTINEOPLASICOS.

INTRODUCCION

La muerte celular desemperfia un papel fundamental en multitud de fenémenos
bioldégicos y en procesos patologicos variados. Junto con la proliferacién y
diferenciacién, la muerte celular es indispensable en la homeostasis tisular, en la
embriogénesis, en la metamorfosis y en la modulacion del aparato inmune. En los
procesos patolégicos es la resultante final del dafio celular irreversible inducido por
numerosos agentes endégenos y exdgenos y representa una forma de escape al
dafio genético irreparable.

Dentro de la literatura cientifica del siglo XIX se encuentran reportes de
anatomistas que comentan la muerte celular usualmente relacionada a la
metamorfosis de los renacuajos e insectos. Lo que actualmente conocemos como
apoptosis fue descrito por primera vez por Walter Flemming en 1885 como
alteraciones nucleares que recibieron diferentes denominaciones como por
ejemplo, picnosis. Otras variantes morfoldgicas de muerte celular también fueron
descritos entre las que destaca la degeneracion vacuolar. E£n la década de 1960
aparecieron numerosas publicaciones sobre la muerte celular en embriones la cual

se sospechaba que pudiera ser un proceso genéticamente programado (Lockshin,
2001).



Pero a pesar de todos estos reportés, hasta antes de 1970 solo se aceptaba la
existencia de una forma de muerte celular que se denominaba necrosis y que se
consideraba la consecuencia del dafo celular inducido por hipoxia, agentes fisicos
como la radiacion, agentes quimicos diversos, infecciones, o reacciones
inmunologicas anormales.

Kerr y Willie demostraron que existe otra forma de muerte celular (Kerr, 1972), que
aungue puede resultar de la accidn de los mismos agentes lesivos, sigue un curso
caracteristico con una serie de etapas claramente determinadas por la expresion
de una compleja red de genes. Este tipo de muerte se le ha llamado cominmente
muerte celular programada o apoptosis y es la responsable de llevar a cabo los
procesos de embriogénesis, metamorfosis y homeostasis tisular, donde la muerte
de las células en forma regulada es indispensable. Por ello en la actualidad se
consideran dos tipos de muerte celular claramente diferenciadas: la necrosis y la
apoptosis © muerte celular programada. Sin embargo, en los ultimos 8 afos,
diversos grupos de investigacion han descrito lo que parece ser otra forma de
muerte celular programada que se denominé inicialmente apoptosis tipo |l para
distinguirla de la descrita por Kerr y Willie y que en la actualidad se le conoce
como muerte lisosomal o autofagia.

Con los métodos actuales ~de biologia molecular, inmunohistoquimica y
microscopia electrénica es posible diferenciar los tres tipos de muerte celular y con

ello estudiar el papel que desempefian en los procesos biolégicos normales y

patologicos.



APOPTOSIS

La apoptosis, o muerte celular programada en los organismos multicelulares,
regula la pérdida celular con la misma eficiencia que se regula el crecimiento y la
diferenciacion celular y constituye un fenémeno vital (Lavin, 1993).

Este fendmeno es responsable de numerosos procesos fisiolégicos y patolégicos
tales como la destruccién programada de células durante la embriogénesis y la
metamorfosis, la involucidon en los tejidos hormono-dependientes en el adulto; la
eliminacién de células en poblaciones celulares proliferativas, la muerte de células
del sistema inmune; la atrofia patologica de tejidos hormono-dependientes, la
atrofia patolégica de érganos parenquimatosos posterior a una obstruccion ductal,
la muerte celular inducida por células T citotdéxicas, el dafo celular en ciertas
enfermedades virales y la muerte celular producida por una gran variedad de
estimulos exégenos (Eastman, 1999).

Los cambios morfolégicos que caracterizan a las células en apoptosis se pueden
ver claramente en microscopia de luz (Willie, 1980). La imagen caracteristica es
la contracciéon de la célula y la condensacion de la cromatina nuclear en masas
muy densas dentro y adyacentes a la membrana nuclear y la formacion de
cuerpos apoptoticos. El proceso se divide en tres fases. La fase de iniciacion en
la cual, la sefal de muerte activa una cascada intracelular de procesos que
comprenden el incremento en los niveles de radicales de oxigeno y Ca?*, la
produccion de Par-4 y la translocacién de los miembros pro-apoptéticos de la
familia de proteinas Bcl-2 ( Bax, Bak, Bok, Bid, Bad y Bim) a la membrana
mitocondrial. Durante la segunda fase, la efectora, hay un incremento en las

concentraciones de Ca?* mitocondrial y los niveles de radicales de oxigeno, la



formacion de los poros de permeabilidad transicional en la membrana mitocon'dri.al
y la liberacion del Citocromo C al citosol. La liberacién del Citocromo C esta
controlada por proteinas de la familia Bcl-2: Las inhibidoras de la apoptosis (Bcl-2
y Bcl-X ) previenen la liberacién, mientras que la promotoras de la apoptosis (ya
mencionadas) inducen la liberacion. La liberacion del Citocromo C es un evento
rapido (menos de 5 minutos) completo y cinéticamente invariable. Se sabe que
siempre es anterior a la exposicion de la fosfatidilserina y la pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica (Goldstein, 2000). Ei Citocromo C se une
con el factor activador de proteasas 1 (Apaf-1), la procaspasa 9 y el ATP o dATP
formando un complejo llamado apoptosoma. Dentro del apoptosoma se activa la
caspasa 9, la que a su vez activa a la caspasa 3 con lo que se inicia la ultima fase
de la apoptosis, la fase de degradacion. La activacidn de las procaspasas puede
ser prevenida por la unidon a estas de las proteinas inhibidoras de la apoptosis, las
cuales a su vez son inhibidas por la proteina Diablo/Smac que permiten la
continuidad del proceso (De Laurenzi, 2000). Las caspasas son activadas , dando
como resultado cambios caracteristicos en la membrana plasmatica que forman
vejigas y se expone la fosfatidilserina en la superficie celular, la cual es una sefial
que estimula la fagocitosis por los macrofagos (Mattson, 2000; Zamzami, 2000;
Martinou, 2000). En la fase de degradacion, la cromatina nuclear se condensa y
se fragmenta. Esta fragmentacion se lleva a cabo en dos pasos, el primero es la
escision en fragmentos de alrededor de 50 kilo pares de bases (kpb) y después se
generan fragmentos de 180 pares de bases (pb) (Sen, 1992). Esta fragmentacién
del ADN se debe a la activacion de endonucleasas dependientes de Ca?* y Mg?*

principalmente la DNA.s, activada por caspasas (CAD) presente en la célula
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apoptética (Meyn, 1994; Liu 1997; Enari, 1998) y por las catepsinas y la DNAGgsa il
de la célula fagocitica (Wu, 2000; Mullroy, 2000; Ferri, 2000). (Fig. 1) En ultima
instancia, las vejigas de la membrana plasmatica se separan y forman los cuerpos
apoptoticos que son fagocitados por las células vecinas o los macréfagos por lo
que no queda ninguna evidencia del proceso ni desencadenan fenbmeno

inflamatorio alguno a diferencia de la necrosis.

SENALES DE MUERTE + FARMACOS
«STRESS OXIDATIVO
*DEPRIVACION DE FACTORES DE
CRECIMIENTO
*ETC

Fosfatidilserina

FASE DE INICIACION FASE EFECTORA FASE DE DEGRADACION

Fig.1. Durante la fase de iniciacién de la apoptosis, 1a sefial de muerte activa una cascada Intracellular de eventos que
pueden comprender un incremento en los niveles de oxiradicales y Ca2+, producclén de Par-4 y la translocacién de los
miembros pro-apoptéticos de la familia Bel-2 (Bax y Bad) a la membrana mitocondrial. Ciertas caspasa (por ejemplo la 8)
pueden actuar temprano durante el proceso de muerte, antes o independientemente de los cambios mitocondriales. La fase
efectora de la apoptosis comprende un aumento en el Ca2+ mitocondrial y niveles de oxiradicales, la formacién del poro de
permeabilidad transicional (PTP) en la membrana mitocondrial y la liberacién del citocromo C al citosol. El citocromo C
forma un complejo con el factor activador de proteasas apoptoticas (Apaf-1) y ia caspasa 9. La Caspasa 9 activa a la
caspasa 3 la cual inicia la fase de degradacién de la apoptosis durante la cual, varias caspasas y otras enzimas sustrato
son escindidas dando como resuitado los cambios caracteristicos de la membrana plasmatica (formacion de vejigas, y la
exposicién de fosfatidilserina en la superficie celfular, sefial que estimuia la fagocitosis celular por macrofagos / microglia).
Finalmente, la cromatina nuclear se fragmenta y se condensa (Mattson, 2000).

Como se puede ver la apoptosis es un fendémeno complejo que requiere de la
activacion secuencial de genes celulares especificos por lo que se considera un

fendmeno genéticamente programado.




NECROSIS

La necrosis es el tipo mas comun de muerte celular resultante de un dafo
exdégeno que generalmente afecta a grupos de céiulas contiguas, tejidos y a veces
oérganos. Morfolégicamente, el primer cambio es el hinchamiento del citoplasma
de las células afectadas y la aiteracién irreversible de los organelos celulares. Dos
procesos esencialmente concurrentes traen en consecuencia los cambios de la
necrosis: La digestion enzimatica de la célula (autblisis) y la desnaturalizacion de
las proteinas debida por lo general a la liberacion de enzimas lisosomales
(Yasuda, 2000).

Las caracteristicas morfoldgicas principales de una célula necrética son el
aumento de la eosinofilia y la apariencia vidriosa homogénea del citoplasma. Los
cambios nucleares aparecen en la forma de uno de tres patrones: a) la
disminucién de la basofilia de la cromatina o cariolisis. b) la picnosis, caracterizada
por condensacién nuclear e incremento de la basofilia, y c¢) la cariorrexis o
fragmentacion del nucleo. En las etapas finales, las células estallan liberando todo
su contenido en el tejido circundante desencadenando el proceso de inflamacion
(Cotran, 1994). -

Es importante destacar que esta forma de muerte celular es consecuencia de
agentes exdgenos lesivos y que por ello siempre es responsable de un proceso
patologico (Majno, 1995 y 1996). Debido a la caracteristica de hinchamiento que
sufre la célula necrética, se ha propuesto llamar a este tipo de muerte celular
“Oncosis” y reservar el término necrosis Gnicamente al proceso de destruccion del
cuerpo celular, fenémeno que se comparte con la etapa final de la apoptosis

(Majno, 1995).



AUTOFAGIA

Durante la pasada década la apoptosis atrajo un interés creciente de la comunidad
cientifica y se obtuvo un gran conocimiento en lo concerniente a los eventos
moleculares de su sefializaciéon, preparacion y ejecucion (Reed,2000). Sin
embargo, se ha acumulado suficiente evidencia tanto morfolégica como
bioquimica que sugiere que la muerte celular programada no esta confinada
solamente a la apoptosis, sino que las células usan diferentes vias para llevar a
cabo una auto-destruccién activa (Schwartz, 1993 - Bursch, 2000).

La posibilidad de que existiera otro tipo de muerte celular programada diferente a
la apoptosis fue reconocida por vez primera en 1993, al descubrir que durante la
metamorfosis de la larva Manduca sexta las células del musculo intersegmental
(MIS) son eliminadas mediante un proceso de muerte que no tiene las
caracteristicas tipicas de la apoptosis, ya que, aunque hay contracciéon celular, no
se producen cuerpos apoptédticos ni hay degradacidon de la cromatina. Lo mas
caracteristico es el aumento en el nimero de lisosomas y la degradacion de
proteinas. Esta observacion llevé a los autores a plantear que la muerte de las
celulas del MIS podria representar un mecanismo diferente a la apoptosis dando
sustento a la hipotesis de que existe mas de un patrén de muerte celular
programada (Lawrence M, 1993). Este otro mecanismo fue denominado apoptosis
tipo Il o degradacién lisosomal, aunque recientemente se ha aceptado el término
de autofagia.

Sin embargo, este término puede dar lugar a confusiones, pues también este
termino se utilizado para denominar al proceso normal mediante el cual las células

degradan su propio citoplasma (Seglen, 1990). Este proceso es dinamico y
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consiste en el rearreglo de las membranas subcelulares para secuestrar parte del
citoplasma y en ocasiones organelos completos para transportarlos a los
lisosomas donde son degradados y reciclados y se sabe que la degradacién de las
estructuras fagocitadas esta mediada por catepsinas lisosomales, principalmente
la By la D. (Uchiyama, 2001) (Fig. 2). La autofagia se ha estudiado principalmente
en levaduras y se ha visto que es un proceso altamente regulado a través de la
accién de varias cinasas, fosfatasas y guanosin trifosfatasas (GTPasas) (George,
2000) y que requiere de la activacién de muchos genes, principalmente los de la
familia Apg (Tabla 1) (Klionsky, 2000). La degradacion de proteinas celulares a
través de una via autofagosdmico - Ifsosomal es importante en el control del
crecimiento normal y se sabe que este proceso puede estar alterado en las células
neoplasicas. A nivel molecular el gen beclin 1 es uno de los muchos que regulan la
autofagia. Es estructuralmente similar al gen apg/vps30 responsable de los
procesos autofagicos en levaduras. Se ha reportado que la actividad promotora de
autofagia de beclin 1 en la linea célular MCF-7 de cancer de mama, esta asociada
con la inhibicibn de la proliferacion celular y con la tumorigenesis en ratones
desnudos. Ademas se ha visto que cuando existe una delecidn monoalélica como
se ha reportado en el 40 - 70% de los casos de cancer de mama, se produce una
acumulacion de proteinas que la célula no utiliza y lo que puede inducir la

replicacion celular incontrolada y con ello alteraciones en la homeostasis tisular

(Liang, 1999; Aita, 1999).



Fig.2 SISTEMAS DE DEGRADACION LISOSOMAL.

A. Endocitosis: un conjunto especifico de
protelnas de membrana son internalizadas y
transportadas al lisosoma.

B. Macroautofagia: Una porcién del citoplasma,
incluyendo un organelo es rodeado por una
doble membrana, el autofagosoma, el cual se
fusiona posteriormente con un lisosoma
donde el contenido es degradado.

C. Microautofagia: Secuestro de citosol o de
organelos mediado por la invaginacién de la
membrana lisosomal.

D. Transporte directo: Varias proteinas que
contienen la secuencia consenso KFERQ son
transportada directamente a través de la
membrana lisosomal por medio de proteinas
de choque térmico. (Ohsumi, 2001)

TABLA1: GENES QUE PARTICIPAN EN EL PROCESO AUTOFAGICO NORMAL Y QUE PUDIERAN
ESTAR IMPLICADOS EN EL DE MUERTE CELULAR

INDUCCION DE AUTOFAGIA Y SISTEMAS DE CONJUGACION REGULACION DELTAMARN
FORMACION DEL AUTOFAGOSOMA DiE PROTEINAS APG DEL AUTOFAGOSOMA
LEVADURA MAMIFEROS LEVADURA MAMIFEROS LEVADURA MAMIFEROS
Tor2 mTor APGS HAPGS AUT2

APG1 ULK1 APG7 HsGSA7 AUT7 GATE - 16
APG6 BECN1 APG10 MAP LC3
APGSY APG12 HAPG12

APG13 APG16

APG14

APG17

CVT9

VACS8

FUSION AL LISOSOMA ROMPIMIENTO g,u_

LEVADURA MAMIFEROS LEVADURA MAMIFEROS Q

VAM3 Syntaxin 7 CVT17 —> @

VAM7 PRB1

VPS GENES VMA GENES V-ATPasa

YPT?7 Rab 7 INDUCCION FORMACION FUSION  DEGRADACION

(Klionsky,2000)




Pero la autofagia como proceso de muerte celular aun no esta mu;l bien
caracterizada. En células en cultivo se ha observado un fenémeno de
vacuolizacion citoplasmica que inicia en la regidon perinuclear y progresa hacia la
periferia gracias a su asociacion con la red de microfilamentos. Se ha visto que
puede llevar a la muerte celular pero no se sabe cual sea el factor que lo
desencadena (Henics, 1997 y 1999). En experimentos in vitro se ha inducido este
tipo de muerte en neuronas cultivadas en ausencia del factor de crecimiento
neuronal (Luzheng, 1999) o por efecto de la sobre expresion del oncogén Ras
transfectado en células de tumores de glia que normalmente no lo expresan
(Shunji, 1999). Se ha demostrado que a diferencia de la apoptosis esta muerte no
se bloquea por la sobre-expresion del gen antiapoptético Bel-2 ni por la accidon de
inhibidores de caspasas, pero si por la accion de la 3 metiladenina, la cual impide
la formacion del autofagosoma por lo que se le usa como inhibidor de la autofagia.
Ademas se ha descubierto que las células de la linea MCF-7 de cancer de mama
al ser tratadas con Tamoxifen, 4-hidroxy tamoxifen o ICI 164 384 o las lineas’
celulares LoVo (adenocarcinoma de colon), LNCaP (carcinoma de prostata) y
MCF-7 al ser tratadas con radiaciones, mueren por autofagia (Bursch, 1996;
Paglin, 2000), observandose la formacién temprana de vacuolas autofagicas.
Debido a que la formacion de estas estructuras es dependiente del citoeéqueleto,
las citoqueratinas en estas células se encuentran redistribuidas pero no
degradadas como en el caso de la apoptosis y la actina continia polimerizada en
forma de F-actina, proceso ATP-dependiente, lo que caracteriza a este tipo de

muerte celular. Es probable que los mismos genes y proteinas que intervienen en
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el proceso autofagico normal se activen durante este tipo de muerte celular
(Bursch, 2000 y 2001).

El nucleo de las células autofagicas puede presentar apariencia ligeramente
picnética, pero por lo general -permanece sin cambios evidentes ademas de que
en las etapas tardias no se encuentra degradado el ADN.

La muerte autofagica o lisosomal se encuentra a lo largo de toda la escala
biolégica, lo que muestra que se trata de un proceso evolutivamente conservado ,
filogenéticamente viejo y que probablemente se haya desarrollado antes que la
apoptosis. (Schwatz, 1993) Por ello se encuentra tanto en condiciones fisioldgicas
como patoldgicas. Dentro de las primeras tenemos la formacion del sorocarpo del
hongo Fungi imperfecti, en el proceso de metamorfosis de las larvas, en el
desarrollo de los insectos (Lee, 2001) y durante la embriogénesis de las especies
superiores. Se observa en la involucion de la glandula mamaria después de la
lactancia, en la involucién de la prostata post castracion (Zakeri, 1995) y en el
endometrio durante el ciclo menstrual. Los procesos patolégicos que muestran
este tipo de muerte celular son la enfermedad de Parkinson y Alzheimer (Cataldo,
1994 ; Anglade, 1997) y en lineas celulares derivadas de tumores de mama
sujetos a terapia anti-hormonal in vitro (Bursch W, 2000).

Hay situaciones en las cuales la autofagia y la apoptosis pueden ocurrir en los
mismos tejidos y ser desencadenadas por sefales similares. Se sabe que la
autofagia es generalmente independiente de la accién de las caspasas Yy que la
morfologia corresponde mas al tipo necrético (Kitanaka, 1999). Sin embargo,

algunos investigadores han encontrado la participacién de un zimégeno de la
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caspasa 9 en este proceso por lo que han acufado el término de Paraptosis

(Sperandio, 2000).

Muerte celular en cancer

Ei desarrolio de una masa neoplasica fue considerado por mucho tiempo como el
resultado de la desregulacion de los genes que controlan la proliferacion y la
diferenciacion celular. En la actualidad se- sabe que también la desregulaciéon de
los genes que regulan los procesos de muerte celular, constituyen parte del
proceso que explica el crecimiento incontrolado de las neoplasias malignas (Evan,
2001).

La pérdida de la homeostasis celular en el proceso de carcinogénesis se debe
tanto a la estimulacién descontrolada de la proliferacion celular como a la
disminucion proporcional de la muerte celular (Benitez-Bribiesca, 1998).

Los genes que regulan el proceso apoptético (genes pro-apoptéticos y genes anti-
apoptoticos) pueden sufrir mutaciones, deleciones, translocaciones o expresiéon
anormal, lo que da como resultado una célula con desregulacién del proceso de
apoptosis.

Dentro de los genes mas estudiados relacionados con la apoptosis esta el gen
bcl-2. Este gen fue identificado inicialmente en el cromosoma 18q21 en el punto
de rompimiento de la translocacion cromosomica t(14:18) que se encuentra en la
mayoria de los linfomas foliculares de células B. Este rearreglo genémico
juxtapone al gen bcl-2 con la secuencia aumentadora (enhancer) del gen de la
cadena pesada de las inmunoglobulinas dando como resultado una expresién

incontrolada de bc/-2. Aflos mas tarde se descubrié que el productb proteico del
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gen bcl-2 es un potente inhibidor de la apoptosis y que esta sobre-expresion se
relaciona con el desarrollo de esas neoplasias. Con el paso del tiempo, se
descubrié que existe una familia de genes relacionados con bel-2 (familia Bcl-2) en
los cuales se encuentran genes tanto pro-apoptoéticos como anti-apoptéticos y las
formas alteradas de estos genes se han encontrado en muchas neoplasias (Lowe,
2000).

De manera contraria a bcl-2, el gen p53 es el gen pro-apoptético mas estudiado.
Ha sido descrito como el mas frecuentemente mutado en muchos tipos de
tumores. Su funcién principal es cuidar de la integridad del genoma. Tiene
actividad de regulaciéon transcripcional y puede detener a la célula en la fase G1
cuando se detecta alguna alteracién para ser reparada pero si el dafo no es
reparable activa la apoptosis. La pérdida de la actividad de p53 es crucial para el
desarrollo de la mayoria de los canceres. Esto se ha demostrado en experimentos
con ratones p53 (-/-) donde alto grado de desarroilo tumoral en estos organismos
confirma la importancia de p53 como gen supresor de tumores (Lohrum, 2000) y a
su vez su papel en la regulacidn de la apoptosis.

Pero a diferencia de la apoptosis, el papel de la autofagia en el cancer aun no se
. ha descrito, pero si se ha descrito su presencia como resultado del tratamiento con
oncofarmacos (Bursch W, 2000). Es posible que la alteracién de los genes
involucrados en este proceso, como los de la apoptosis, también podrian
contribuir a la progresion de un proceso neoplasico.

Es sabido que los diversos tratamientos antineoplasicos son inductores de muerte

celular, pero también que las neoplasias tienen diferentes grados de resistencia a

esa induccion.
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Se ha hecho evidente durante los ultimos afios que el tipo y grado de muerte
celular varia de acuerdo a las diferentes terapias utilizadas en el céncer
encaminadas a la destruccion de las células neoplasicas. Esto se debe a que en
los diferentes tumores existe mucha heterogeneidad celular debido a la
generacion intrinseca de diversas clonas celulares con genotipos y fenotipos
diferentes (Benitez-Bribiesca, 1998). Asi, el éxito de las terapias antineoplasicas
dependera de la sensibilidad de las células para activar los diferentes programas
de muerte celular. Por ello, el estudio de los mecanismos alternos de muerte
celular en el cancer y su respuesta ante los esquemas de tratamiento oncoldgico

reviste una gran importancia.
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Planteamiento del problema:

La inducciéon de muerte en células malignas como resultado del tratamiento con
agentes antineoplasicos es un proceso bien documentado en la literatura. Se
sabe que la mayoria de estos agentes inducen apoptosis o necrosis segun la dosis
que se empleen. Recientemente se ha encontrado que la autofagia juega un papel
muy importante en el proceso de muerte celular inducido por los mismos agentes.
Debido a que los tres tipos de muerte celular tienen una morfologia y control
genético molecular distinto, resulta necesario determinar a que tipo de muerte
celular son susceptibles o resistentes las células malignas de diversos canceres.
En el cancer de mama, uno de los mas frecuentes en el mundo, no se sabe si los

oncofarmacos inducen necrosis, apoptosis o autofagia.
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Hipotesis

Los oncofarmacos pueden inducir diversos tipos de muerte celular (apoptosis,
necrosis o autofagia) en cultivos primarios de células malignas dependiendo de su

mecanismo de accién, dosis y quimiosensibilidad del tumor.

Objetivo

ldentificar el tipo de muerte celular (apoptosis, autofagia o necrosis) 