Materias basicas

QUIMIOTERAPIA ANTINEOPLASICA III. EL CICLO CELULAR.

INTRODUCCION

En un trabajo previo se indicaba la nece-
sidad de conocer las caracteristicas bioquimi-
cas de las células neoplasicas, como requisito
indispensable para una terapia racional del
cancer (Yafiez y Ordorica, 1978). Para com-
plementar es necesario considerar también las
caracteristicas que presenta la cinética de las
proliferaciones celulares involucradas, tanto
por parte del tumor como del hospedero. En
un intento por avanzar en este aspecto. Ho-
ward y Pelc describieron, en 1951, lo que hoy
conocemos como ciclo celular, mitético, vital,
nuclear o generacional.

Una de las bondades del conocimiento del
ciclo celular, es que sobrepone un pardmetro
temporal, aunque en forma de mediana, a una
serie de procesos bioquimicos (sintesis del
DNA) particulares de la funcién de replica-
cion celular. La inhibicién de los procesos mo-
leculares conducentes a un DNA funcional ha
sido desde hace mucho el objetivo de los qui-
micos orgénicos interesados en la sintesis de
agentes potencialmente antineoplasicos (Skip-
per, 1971).

El conocimiento de las caracteristicas dife-
renciales del ciclo celular normal y neoplasico
podria abrir la posibilidad de su aprovecha-
miento con fines terapéuticos.

El Ciclo

Se le ha definido como el intervalo entre el
punto’ medio de la mitosis de una célula y
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el punto medio de la siguiente mitosis en las

dos células hijas (Baserga, 1971).

El ciclo basico se integrd por cuatro com-
partimentos, que incluyen: la mitosis (M),
una fase previa a la sintesis del DNA (G,;),
una de sintesis de DNA (S), y una posterior
a la sintesis de DNA (G.). En las células que
crecen en forma exponencial, cada compar-
timento tiene una duracién mas o menos fija
(Tabla 1). Las poblaciones celulares pueden
dejar‘de dividirse o hacerlo muy lentamente;
en tales casos se dice que se encuentran en
periodos G; o G2 prolongados (periodos de
reposo) ‘o en un compartimento de células fue-
ra del ciclo (Go), las que pueden regresar a
él en caso necesario (Fig. 1).

Algunos de los procesos bioquimicos prin-
cipales del ciclo celular son:

Fase Gy Se reorganizan los polisomas después
de M, utilizando el RNAm existente.
Aumenta la sintesis de proteinas con rela-
cién a M.

En G, temprana se inicia la sintesis de RNA.

Se pueden inducir ciertas enzimas en G; tar-

dia, pero no en la temprana. Sintesis de

proteinas cromosémicas no histonicas (re-

cambio acelerado con relacién a S).

Fase S Contintia la sintesis de RNA y pro-
teinas
Se sintetizan histonas
Sintesis de proteinas cromosémicas no his-
ténicas (recambio mas lento que en G;, G2
y M)

Sintesis de DNA
Fase G2 Continia la sintesis de RNA y pro-

teinas (ambas disminuyen al aproximarse

a M)

Sintesis de proteinas cromosémicas no his-

(7]
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tonicas (recambio acelerado con relacién
a S).
Fase M No hay sintesis de RNA

Disminuye la sintesis de proteinas

Desorganizacién de los polisomas

Sintesis de proteinas cromosémicas no his-

ténicas (recambio acelerado con relacién

a S; algunas son especificas de la fase M).

Ensamblaje de los microtabulos para las fi-

bras del huso

En muchas células hay cambio en la densi-

dad de carga negativa de la superficie

Cae la concentraciéon de AMPe.

Las células de los mamiferos responden a
los agentes fisicos o quimicos segiin su posi-
cién en el ciclo celular ya que en éste una
serie de acontecimientos bioquimicos tiene co-
mo resultado un mecanismo de control altamen-
te integrado. Desde el punto de vista de la
quimioterapia del cancer la respuesta que mas
nos interesa es la supervivencia de la célula
cancerosa, definiendo supervivencia como la
capacidad de tales células para proliferar inde-
finidamente (Humprey y Barranco, 1975).

La actividad de una sustancia sobre deter-
minada célula es modulada por muchos fac-
tores entre los que destacan la permeabilidad
de la membrana, modificacién del farmaco a
una forma activa o inactiva, su transporte has-
ta el sitio de accién, la interaccién con las
moléculas receptoras, la respuesta molecular
subsecuente, y la capacidad de la célula para
reparar el dafio molecular y continuar su di-
visiéon. Muchos de estos factores cambian se-
ghn la etapa del ciclo celular.

Modelos

Con el desarrollo de un método cuantitativo
directo y sencillo para medir la supervivencia
en cultivos de células de mamiferos sujetos a
radiaciones (Puck y Marcus, 1956), se abrié
la posibilidad de estudiar el efecto de los qui-
mioterapicos sobre las células cancerosas ya
que el procedimiento es adaptable a casi todas
las células de mamiferos y a los diversos tipos
de agente agresor; ademas, proporciona datos
cinéticos precisos sobre la eficiencia de las ra-

diaciones o los fiarmacos para matar a las
células. )

Con este método ha sido posible demostrar
en muchas lineas celulares que la fase del
ciclo celular mas sensible a las radiaciones X
es la M en tanto que la S es la mas resistente
(Terasima y Tolmach, 1961; Frindel y Tu-
biana, 1971). En el caso de las mostazas nitro-
genadas y azufradas, se encontré que la etapa
S es la mas sensible, y las G; y G2 las mas
resistentes (Walker y Helleiner, 1963).

Se sabe que in vivo, tanto los tejidos norma-
les como los tumorales presentan poblaciones
celulares que no se dividen (Go) y otras que
si lo hacen. De las primeras, que también se
encuentran en el ciclo celular, se pueden obte-
ner clonas.

En cultivo de tejidos se ha desarrollado un
método para obtener poblaciones que no se
dividen; esta basado en hacer crecer células
hasta el estado de “meseta” o “fase estacio-
naria” (Hahn y Little, 1972). Cuando se
inoculan los medios de cultivo, se observa un
periodo “lag” o de latencia; la mayoria de las
células empiezan entonces a multiplicarse en
forma exponencial con un tiempo de duplica-
cién muy parecido a la duracién del ciclo
celular. En cierto momento, la velocidad de
multiplicacién disminuye y el ciclo celular
comienza a declinar, segiin se desprende de
las mediciones del nimero de células invo-
lucradas en la sintesis de DNA y en la mito-
sis. La cantidad de células permanece cons-
tante y su viabilidad es parecida a las de las
células que no se dividen in vivo. Por tanto,
estas células de meseta pueden considerarse
como un modelo razonable de células que no
se dividen y en ellas se puede cuantificar la
actividad de los farmacos en forma similar a
como se hace con las células que se encuentran
marchando sincronizadamente por el ciclo.
Ejemplos de quimioterdpicos que afectan el
ciclo celular

El primer ejemplo de efecto letal especi-
fico sobre una etapa del ciclo celular fue la
hidroxiurea (HU); se demostré (Sinclair
1965) que la HU mataba a las células CH en
etapa S sin afectar a las que estaban en G, o
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G2. Mas adelante se trataron células CHO con
HU; en las condiciones del estudio, el 60%
estaba en etapa S, y fue esa fraccién la que
mat6 el farmaco, la poblacién que no se estaba
dividiendo no fue afectada por la HU. Esto
permitiria, al ampliar los estudios, predecir
que los tumores humanos con una pequefia
fraccién de sus células en crecimiento o una
gran poblacién en Go no responderin a la
quimioterapia con HU.

La bleomicina, es un agente muy efectivo
contra las células que no se dividen y contra
las que si lo hacen. La efectividad en orden cre-
ciente es Gy, S tardia, S temprana, G, y M
(Barranco, Novak y Humprey, 1973) ; aunado
a esto, los datos de los estudios con células en
meseta sugieren que de acuerdo con el modelo
que las toma como equivalentes de Go, la bleo-
micina es un agente efectivo para matar célu-
las que no se dividen pero que conservan la
potencialidad de hacerlo y repoblar un tumeor;
esto ha sido confirmado con el sistema tumoral
EMT6 (Hahn, Ray, Gordon y Kalman, 1973),
lo que ha dado pie a que se clasifique a este
farmaco como letal de preferencia para células
que no marchan en el ciclo. Resultados simi-
lares se han reportado con células de mela-
noma y linfoma humanos (Drewinko, Novak
y Barranco, 1972) ; se ha visto que después
de matar a las células que se encuentran en
crecimiento exponencial, la continuacién del
tratamiento produce resistencia ; pero si se sus-
pende el tratamiento, ésta disminuye y la rea-
nudacién de las dosis ejerce efecto letal sobre
las células viables remanentes; por tanto, en
la terapéutica humana, la proposicién de un
tratamiento continuo seria perjudicial (Tera-
sima y cols., 1972).

La adriamicina es un quimioterdpico que
mata células, en todas las fases del ciclo, es
muy téxico para las células en crecimiento ex-
ponencial y relativamente menos efectivo para
las células en Go (supervivencia del 4%)
(Barranco y Novak, 1974). Se ha dicho que
puede considerarse mas itil que la bleomicina,
ya que al parecer el tratamiento continuo no
afecta su eficacia.

Se ha podido demostrar que tanto las células
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en divisién (Mauro y Elkind, 1968) como las
que no lo estan (Barranco, Novak y Humprey,
1973), pueden reparar con facilidad los dafios
subletales que les ocasionan los quimiotera-
picos de diferente tipo, lo que podria contri-
buir a la recidiva de los tumores in vivo.

Bloqueo del ciclo por los quimioterdpicos.

Cada sustancia puede bloquear a las células
en etapas especificas del ciclo, segiin su meca-
nismo de accién; por ejemplo, un firmaco que
inhiba la sintesis de DNA evitara que las
células inicien la replicacion del DNA de tal
forma que las bloqueara en G, temprana o
reduciréa la velocidad de replicacion y las de-
tendra en S. Por tanto, cuando se administra
un quimioterapico a una poblacién celular,
la cinética de la misma se altera, lo que oca-
siona que la poblacién superviviente presente
un patrén de respuesta diferente; de aqui se
infiere que la accién de un segundo agente es
influida por la del primero y asi sucesivamente.

En la figura 2 se presenta un esquema del
bloqueo ejercido por ciertos farmacos anti-
neoplasicos en las diversas etapas del ciclo
celular. El grupo encabezado por la ametopte-
rina estd formado por sustancias que inhiben
la sintesis del DNA; evitan que las células
entren o abandonen la etapa S. La mayoria
de los agentes conocidos caben en este grupo
aunque pueden bloquear también en otros pun-
tos; por ejemplo la actinomicina D que blo-
quea en G, temprana. Otros agentes son muy
especificos en el bloqueo que producen; por
ejemplo, la colchicina que inhibe la mitosis
y la L-O-etiltreonina inhibe la iniciacion de
la sintesis del DNA.

Consideraciones prdcticas

El conocimiento de los datos cinéticos de
las lineas tumorales que afectan al humano es
indispensable para poder hacer una quimio-
terapia racional, por ahora, baste recordar
el concepto de que el tiempo de duplicacién
de muchos tumores aumenta en forma para-
lela con la masa celular, de tal forma que el
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namero total de células es el resultado de esta
proliferacién celular, cada vez mas lenta, y la
pérdida por lisis, cada vez mas rapida. Esto
no quiere decir que el tumor deje de crecer
sino que en su seno se encuentra un niimero
cada vez mayor de células que no se dividen.
El quimioterapeuta necesita saber cuantas cé-
lulas pasan por la fase S en la unidad de
tiempo y cuintas estin en G2 + M + G, y aiin
las que se encuentran en Go. Si el periodo en
que se puede mantener un determinado nivel
sanguineo de un antineoplasico, sin dafio para
el hospedero, es de 24 horas y el agente mata
s6lo a las células en fase S, entonces la “res-
puesta” de un tumor en que el 99.99% de las
células entra a la fase S en 24 horas, sera mu-
cho mejor que la de otro en que sélo el 50%
de sus células lo hace; es mas, debido a la
capacidad de reparacién de dafios subletales,
es posible que ni siquiera se note el efecto
del farmaco. Se tienen asi bases para intentar
una terapéutica racional.

La toxicidad hacia el huésped es el prin-
cipal limitante en la quimiotcrapia del cancer,
por lo cual debemos aprender a seleccionar,
segin el ciclo celular de cada tumor, los far-
macos, dosis e intervalos entre dosis.

Por dltimo, es adecuado dejar sentado que
en el caso del ciclo celular no han sido los
clinicos quienes han obstaculizado su inclusién
en la practica, baste transcribir un fragmento
de Baserga (1971):

“Se ha vuelto costumbre el refir a los cli-
nicos por su tardanza en introducir a la medi-
cina practica los avances logrados por la in-
vestigacion médica basica. No ha sido este el
caso del ciclo celular: muchos internistas, ra-
dioterapeutas, pediatras y cirujanos han inten-
tado de buena fe aplicar nuestros conocimien-
tos del ciclo celular a la terapia del cancer.
Esta vez han sido los investigadores de ciencias
basicas quienes han tardado en comprender la
importancia del.ciclo celular en relaciéon con
la bioquimica y la terapéutica de los tumores.
Esto ha sido especialmente marcado en los
farmacélogos y los departamentos de investi-
gacion de las compafiias farmacéuticas que, sin
embargo, gastan grandes cantidades de dine-

ro en el desarrollo de un enfoque quimiotera-
péutico racional. Esta ignorancia monolitica,
por parte de nuestra industria farmacéutica,
de un auxiliar tan importante para la efectivi-
dad de la quimioterapia antineoplasica, es un
triste comentario sobre su grado de participa-
cién en el trabajo de fondo para un tratamien-
to apropiado del cancer”.

RESUMEN

La comprensién de las diversas etapas del
ciclo celular permite suponer que la respuesta
de las células tumorales a los farmacos anti-
neoplasicos variard segiin su posicién en el
ciclo. El desarrollo, en cultivo de tejidos, de
modelos celulares ha proporcionado el medio
para demostrar dicha suposicion y ha puesto
en evidencia que la variabilidad de la respuesta
celular depende del mecanismo de accion del
farmaco y de los procesos bioquimicos que ca-
racterizan a cada etapa. Con hase en estos cono-
mientos se prueba actualmente el efecto de
muchos quimioterapicos.

Los resultados obtenidos permiten establecer
bases racionales para esquemas de tratamiento
antineoplasico que hasta hace poco podrian
haber parecido absurdos.

SUMMARY

The understanding of the diverse stages of
the cellular cycle permits us to suppose that the
response of the tumoral cells to antineoplastic
chemotherapy will vary in accordance to its
position in the cycle. In tissue cultures the
development of cellular models has afforded
the media to demonstrate such suppositions
and has put in evidence that the variability of
the cellular response depends on the mechanism
of action of the chemotherapeutic agent and of
the biochemical processes which characterize
each stage. In bases of these knowledges the
effects of many chemotherapic substances are
being tested actually.

The obtained results permit the stablishment
of rational bases for antineoplastic treatment
schedules that until recently might have ap-
peared awkward.
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Tabla 1. Duracion de las etapas del ciclo celular
en tejidos de ratén adulto.

Tejido
Duracién (horas) Duracién
de la etapa total
G S Gs M (horas)
Foliculo piloso 3 7 1 0.5 12
en crecimiento
Cripta de intestino 5 6 09 0.8 13
delgado
Cripta del colo.: 9 8 1 1 19
Alveolo mamario 45 21 3 1 71
l
S/ 1 Gs
-5
Profase
Metafase
4 M Anafase
Telofase

4+

3
‘k

Adriamicina
\ Go Elipticina Actinomicina D

PuromiCina\' \ o l / Bleomicina

Fic. 1. El ciclo de las células de los mamiferos. '\ .
Explicacién en el texto. Ametopterina
Puromicina
Colchicina-»M S| Adriamicina
Hidroxiurea

Actinomicina D

L-O-etiltreonina
G Elipticina

Fic. 2. Bloqueo del ciclo celular por algunos far-
macos.
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