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1. INTRODUCCION

El carcinoma de ovario primario representa el tumor ginecoldgico mas letal, siendo su
mortalidad practicamente similar a la de todos los tumores ginecologicos juntos' . Globalmente
se calculan unos 162.000 casos nuevos y unas 106.000 muertes / afio, por lo que se estima que 1
de cada 70 mujeres desarrollara un cancer de ovario a lo largo de su vida®. En Estados Unidos se
diagnostican 21.000 casos nuevos / afio y se producen 14.000 muertes / afio por su causa °.

En nuestro pais, tras el carcinoma de endometrio, es el segundo tumor ginecologico en
frecuencia, comprendiendo el 4,3 % de todos los canceres femeninos. Ademés representa la
cuarta causa de mortalidad en la poblacion femenina, y es el que presenta mayor tasa de
mortalidad entre las neoplasias ginecologicas, representando el 49,3 % de todas las muertes
producidas por estos tumores *

Su frecuencia va en aumento en los paises desarrollados, entre otras causas, por la
prolongacion de la esperanza de vida de las mujeres, que es proxima a los 80 afios, y como es
sabido, por la aparicién de estos tumores sobretodo tras la menopausia’. La elevada tasa de
mortalidad se debe, fundamentalmente, a que el 70% de los casos se detecta en un estadio muy
avanzado (estadios III 6 IV), ya que es un tumor intraabdominal que crece silenciosamente y
ademas hasta el momento no hay ninglin método diagnostico que pueda ser usado como
"screening" para detectar estadios precoces °. Las pacientes diagnosticadas en estadios I y II
presentan una supervivencia a los 5 afios superior al 70 % frente al 12 % en los casos avanzados ,

siendo la tasa global de 25-30 % .

14



1.1 CLASIFICACION DE LOS TUMORES OVARICOS

El ovario es un 6rgano capaz de producir una gran variedad de neoplasias con diferentes
patrones histoldgicos . El conocimiento de la evolucion embriologica del ovario, es de gran
trascendencia a la hora de explicar la génesis y el desarrollo de estos tumores y, por ende, el

diagnostico de las mismos.

1.1 a) Embriologia:

La embriogénesis es un proceso dinamico y continuo. Existe un consenso general en la
identificacion de signos morfologicos propios de diferentes estadios evolutivos. Sin embargo los
sucesos que ocurren en la transicion entre los estadios y, también, el origen de algunas unidades
celulares dentro del desarrollo, estan en continua discusion entre los especialistas . Por ello,
todavia no se ha podido establecer una clasificacion de tumores ovaricos basada tinicamente en el
desarrollo gonadal ®.

El aparato genital deriva, en esencia, del conducto urogenital. Las génadas empiezan a
formarse alrededor de la 5° semana de edad gestacional, cuando el embrién ha alcanzado unos 6
mm de tamafio, inicidndose con un engrosamiento del epitelio celomico (mesotelio) a ambos
lados del mesonefros (mesenterio dorsal), haciendo prominencia en la cavidad celomica o
peritoneal * . Simultineamente, las células germinales , que han sido constituidas en el saco
vitelino endodérmico, emigraran pasando por la raiz del mesenterio hasta alcanzar y penetrar en
la gonada primitiva.

Cuando el embrion ha alcanzado unos 9 mm, aparecen unos cordones de células que
penetraran en la profundidad de la gonada primitiva, dando lugar a los cordones sexuales

primitivos. El origen de estas células continia siendo controvertido. A pesar de que algunas
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10,11 .
®11"y otros favorecen su origen

aportaciones han concluido que provienen del epitelio celémico
mesenquimal ', estudios recientes indican un probable origen mesonéfrico B A las 7°-9* semana
de gestacion , la zona periférica del ovario aumenta de tamafio, para formar la corteza definitiva,
constituida por células germinales primitivas y en menor cantidad células de la pregranulosa.
Estas ultimas son fusiformes y se disponen anarquicamente en relacion a las ogonias '*. A partir
de la 12 semana , un tejido conectivo-vascular penetra por el mesénquima de la porcion médular
ovérica hacia la corteza interna y posteriormente la externa finalizando hacia la 20* semana " .
Este proceso da como resultado una corteza dividida en grupos celulares compuestos por oocitos
y celulas pregranulosa (cordones sexuales), las cuales empiezan a rodear a la célula germinal para
formar los foliculos primordiales . El fenémeno de la foliculogénesis comienza en la parte interna
de la corteza y gradualmente se extiende hacia la capa externa alrededor del periodo neonatal
temprano 1817

El aumento de tamafio gonadal se traduce por un incremento en el numero y volumen de
los foliculos, rodeados a su vez por una capa de células de los cordones sexuales de naturaleza
epitelial, denominadas células de la granulosa, delimitadas externamente por una capa periférica
de células mesenquimales o también conocidas como células tecales °. El mesotelio célomico o
germinal que envuelve a la goénada, consiste en una capa de células cuboidales , aunque

focalmente puede presentar pseudestratificacion, y tiene como funcidon aislar y proteger del

. . . 18
medio externo, en este caso de la cavidad peritoneal .
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1.1 b) Clasificacion histologica

Se han propuesto numerosas clasificaciones de los tumores de ovario atendiendo a
distintos criterios: consistencia del tumor (so6lidos, quisticos), comportamiento bioldgico
(benignos, malignos), de estructura histologica (epiteliales, mesenquimales), histogénesis, etc.
Ninguna de ellas explicaba con total acierto la interpretacion y origen de los tumores. Los
primeros intentos de desarrollar una clasificacion de los tumores ovaricos avalada por un
reconocimiento internacional surgen al principio de los sesenta, cuando la FIGO, en 1961,
propuso un sistema de clasificacion basado fundalmentalmente en los aspectos histogenéticos,
poniendo especial énfasis en los derivados del epitelio celomico. Estd clasificacion aportd dos
novedades destacables: a) Reconocimiento de los tumores “borderline” o de bajo potencial de
malignidad; b) Incorpora a los quistes endometridésicos como entidad tumoral, tanto en su
variante benigna, borderline como maligna "°.

Fue en 1973 cuando un grupo de expertos designados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) propusieron una clasificacion histologica® de los tumores ovaricos, que integraria
la propuesta de la Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) sobre los
tumores epiteliales'’ . Las bases de dicha clasificacion permanecen vigentes y ha sido

21,22 s o1
82122 i bien es

ampliamente aceptada y defendida de un modo unanime por distintos autores
verdad que periddicamente algunos aspectos de la misma son susceptibles de reclasificacion, en

funcion del avance de los conocimientos cientificos.
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CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LOS TUMORES DE OVARIO (OMS-1973)%

1-Tumores de origen epitelial.

A-Serosos: la.l: Benignos: Cistadenoma Seroso
Adenoma de superficie

1a.2: De bajo potencial maligno: Tumor Seroso Borderline
1a.3: Malignos: Cistadenocarcinoma Seroso

B-Mucinosos: 1b.1: Benignos: Cistadenoma Mucinoso

1b.2: De bajo potencial maligno: T. Mucinoso Borderline
1b.3: Malignos: Cistadenocarcinoma Mucinoso

C-Endometrioides: Ic.1: Benignos: Adenoma endometrioide
1c.2: De bajo potencial: T. Endometrioide Borderline
1c.3: Malignos: Adenocarcinoma Endometrioide
Sarcoma del Estroma endometrial

D-Células claras: 1d.1. Benignos: Adenoma de Cé¢lulas Claras.
1d.2. De bajo potencial: T. Cél. Claras Borderline
1d.3. Malignos: Adenocarcinoma de Células Claras

E-Transicionales: Ie.1. Benignos: Adenoma (tumor de Brenner)
1e.2 De bajo potencial: T. C¢él. Trans. Borderline
1e.3. Malignos: Carcinoma de Células transicionales

F-Miillerianos mixtos: If.1: Benignos: Adenofibroma y Cistadenofibroma

(Seroso, Mucinoso, Endometrioide, C. Claras)
1£2: Malignos: -Adenosarcoma Homologo

-Adenosarcoma Heterdlogo

-Carcinofibroma

-Carcinosarcoma Homoélogo

-Carcinosarcoma Heterologo

G- Carcinomas indiferenciados

H-Tumores epiteliales inclasificables
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2. Tumores de los Cordones Sexuales y Estromales

2.1 T. Cord. Sexuales: 2.1.a. Granulosa.
2.1.b. Sertoli — Leydig (Androblastomas):
a) Bien diferenciado
b) Con diferenciacion lipidica
¢) Sarcomatoide.
d) Con elementos heterdlogos
2.1.c. Ginandroblastoma
2.1.d. T. Cord. Sex. con Tubulos Anulares
2.1.e. T. Cord. Sex. Inclasificables

2.2 T. Estromales: - Fibroma
- Tecoma
- Tumor estromal esclerosante
- Otros (fibroma celular, fibrosarcoma,)

3. Tumores Germinales

3.1 Disgerminoma
3.2 Tumor del Seno Endodérmico
3.3 Carcinoma Embrionario
3.4 Poliembrioma
3.5 Coriocarcinoma
3.6 Teratoma: a) Inmaduro
b) Maduro Solido
¢) Maduro Quistico
d) Monodérmico: - struma ovarii
- carcinoide
e) Teratocarcinoma

4. Tumores derivados de los tejidos blandos, no especificos del ovario

4.1 Hemangioma

4.2 Leiomiomas

4.3 Sarcomas: Rabdomiosarcoma.
Leiomisarcoma.
Liposarcoma

4.4 Linfomas

5. Tumores Metastasicos
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1.2 ANATOMIA PATOLOGICA DE LOS TUMORES EPITELIALES

Los tumores del epitelio-estroma de superficie constituyen el 60 % de todas las
neoplasicas ovéricas, alcanzando el 80-90 % dentro de las lesiones malignas primarias®. La edad
media de presentacion de los tumores benignos es de 45 afos, los de bajo potencial de
malignidad se presentan en una edad media de 50 afios , siendo los malignos, extremadamente
raros por debajo de 40 anos de edad, ocurriendo mayoritariamente en las mujeres
postmenopausicas®*,

Basandonos en la diferenciacion epitelial existen cinco grandes grupos de categorias
(seroso, mucinoso, endometrioide, células claras, y de células transicionales), aunque es comun la
existencia de patrones mixtos o intermedios tanto desde el punto de vista arquitectural como
citologico®. A pesar de pertenecer a un espectro de neoplasias mullerianas, cada uno de ellos
tiene sus propias caracteristicas histopatologicas asi como patron de metastasis, respuesta

- e (s 8,24
terapéutica y pronostico clinico ™.

1.2 a) Patogenia:

Existen evidencias que apoyan la teoria sobre el doble origen de los carcinomas de
ovario. Por un lado, pueden originarse de novo del epitelio de superficie, o bien, de las
inclusiones del epitelio seroso® (endosalpingiosis) , implantes de epitelio endometrial
(endometriosis) , que, a su vez, pueden sufrir metaplasias mucinosas, de células claras, 6 de
células transicionales. Sin embargo, la localizacion intraovérica preponderante en estadios
iniciales, hace pensar que la mayoria de estos tumores tengan su origen en las glandulas de

inclusion del epitelio, méas que directamente del epitelio de superficie®. También muchas de las
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caracteristicas morfolégicas (como la metaplasia tubarica)’® ¢ inmunohistoquimicas (CA125,
CA19-9, Fosfatasa alcalina placentaria, y la expresion de HER-2 neu/gene) que encontramos

. o, 1. 127 o, q- .
con frecuencia en el cancer epitelial”’, son mucho menos frecuentes en el epitelio de superficie
que en el epitelio glandular de inclusion.

Existen tres datos , en la literatura, que apoyan la teoria sobre el origen de estas neoplasias
sobre una lesion epitelial benigna preexistente:

- La edad media de las pacientes con carcinomas es 12 afios superior que las pacientes con

lesiones benignas, lo que sugiere que existan lesiones benignas previas al carcinoma, no

diagnosticadas™.

- La frecuencia de lesiones benignas en familiares de primer y segundo grado de pacientes con
. . 29 30

carcinoma, es 5 veces superior que en el grupo control. :

- La alta frecuencia de lesiones benignas que aparecen en las muestras histologicas para estudio

. 1 .., . . . .
por carcinoma®'. Esta asociacién se ha visto mayoritariamente en los casos de adenocarcinoma
mucinoso, seguidos por las lesiones endometrioides y de células claras, siendo los carcinomas

serosos y los de células transicionales los que menos asociacion presentan >°.

1.2 b) Clasificacion:

Siguiendo las recomendaciones de la Federacion Internacional de Obstetricia y
Ginecologia (FIGO) y la WHO, este espectro se ha subdividido en tres categorias atendiendo al
grado de malignidad: asi tendremos Tumores benignos, Tumores de bajo potencial de malignidad

0 “borderline” y Tumores malignos.
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1.2 b.1) Tumores serosos:

Comprenden una _ parte de los tumores benignos y de un 50 — 70% de los malignos
primarios de ovario®*. El 10 — 45% son bilaterales®. Se presentan como tumoraciones quisticas,
uni o multiloculares, repletas de un fluido acuoso o seroso. Aproximadamente 2/3 partes
presentan unas calcificaciones microscopicas, denominadas cuerpos de psamoma. Las

caracteristicas mas sobresalientes de cada uno de ellos serian las que a continuacion se exponen.

a) Benignos:

Son los méas comunes y representan 25 % de los tumores benignos de ovario y el 50-70 %
de todos los tumores serosos de ovario. Presentan un pico de incidencia en la cuarta y quinta
década de la vida®,

Son en su mayor parte formaciones quisticas, de tamafio variable, recibiendo asi la
denominacion de cistadenomas . Se reconocen dos variedades, simple y papilar, en funcion de
que la cara interna de los quistes sea lisa o bien muestre proyecciones verruciformes papilares.
Microscopicamente, la pared quistica es delgada, pudiendo tener estructuras papilares, que
proyectan hacia la luz, y espacios glandulares entre el estroma®. El epitelio que recubre la cavidad
y las papilas suele ser cubico, aplanado, con nucleo basal uniforme en monocapa , o por las
células de revestimiento que remedan las que tapizan la mucosa de las trompas de Falopio, con
caracteristicas secretoras o ciliadas, dispuestas en pseudoestratificacion . Este epitelio puede
mostrar cambios similares a los encontrados en la mucosa tubarica, durante las diferentes etapas
del ciclo menstrual incluidas los cambios secretores o de células claras™. Las figuras de mitosis
son escasas o nulas y no hay atipia nuclear. Puede existir cuerpos de psamomas hasta en un 15

% de los casos. El componente estromal puede presentar un componente fibroso muy celular, o
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bien, hialino poco celular, con marcado edema. Existe una fina capa acelular entre el componente
estromal y el epitelial. Es frecuente encontrar células histiocitarias debajo del epitelio formando
el pseudoxantoma eosinofilico granular, incluso granulomas ceroides, con pigmento marron de
lipofucsina, y no de hemosiderina por lo que no debe ser confundido con los quistes
e 24
endometriosicos” .
Rara vez, se han encontrado inclusiones serosas (endosalpingiosis) en el omento o en las
superficie de visceras abdominales, incluso con formaciones papilares y cuerpos de psammomas,

. . . L. . 2
sin tener mayor significado prondstico para la paciente®”.

b) Borderline o de bajo potencial de malignidad.

Existe, igualmente, otro tipo de tumores serosos en los que existe una acusada actividad
proliferativa epitelial, y que a diferencia del cistadenocarcinoma, no producen una franca
invasion estromal ®.

Estas neoplasias aparecen en mujeres algo mas jovenes que el carcinoma, con una edad
media entre los 40-45 anos, y a pesar de no reflejar los suficientes signos de malignidad
histologica, pueden tener un comportamiento agresivo, debiéndose considerarse por ello como
tumores de bajo grado de malignidad o de potencial incierto™.

Desde un punto de vista histologico, se caracterizan por formaciones papilares complejas,
recubiertas de hileras de células pseudoestratificadas, no exentas de cierto grado de atipia y
figuras de mitosis, sin observarse invasion estromal franca. Sin embargo, existen tres patrones
arquitecturales, poco frecuentes, que pueden encontrarse de manera focal o difusa: 1- Patron
cribiforme intraquistico o de superficie. 2- Patron micropapilar intraquistico o de superficie. 3-

Patrén solido intraquistico® . Algunos autores concluyen que la presencia de los dos primeros
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patrones esta asociado a un peor pronoéstico, y se relacionan con mayor frecuencia de implantes

: : : 34 35 ,36
1Mvasivos perltoneales T

. Incluso algunos proponen que la presencia de un patron
micropapilar representa un carcinoma intraepitelial , considerandose un grado de proliferacion
epitelial mas cercano al carcinoma que al tumor borderline, por lo que el patdlogo debe hacer un
estudio mas exhaustivo de la pieza para descartar la presencia de un carcinoma invasivo®’ =% 3%

Otro punto interesante, es la presencia de microinvasion del estroma, descrita en
aproximadamente un 10 % de estos tumores. Dicho hallazgo se caracteriza por la presencia de
uno o mas focos de proliferacion epitelial en el estroma adyacente sin reaccion desmoplésica, y
que no sobrepasan un area de 10 mm®*. Debe de ser diferenciado de los tumores serosos
borderline con presencia de invasion franca, que presentan alta atipia citologica y una marcada
reaccion desmoplésica3 % Se ha observado, ocasionalmente, invasion de espacios linfovasculares,
sin embargo, los resultados de los estudios al respecto, sugieren que no cambia el pronostico de
los tumores serosos borderline sin microinvasion® *% %,

La presencia de implantes peritoneales en este tipo de tumores se ha descrito en un 30-40
% de los casos’’. El estudio microscopico es de fundamental importancia, ya que varian desde
focos de endosalpingiosis, hasta focos de tumor seroso borderline invasivo o no invasivo >*
Los focos no invasivos pueden ser de tipo epitelial, que remedan las proliferaciones papilares del
tumor primario, o desmoplasicos*. Estos ultimos pueden presentarse como focos de necrosis
masivos con marcado componente inflamatorio agudo, o bien , como amplias bandas de fibrosis
recordando el estroma desmoplasico de los carcinomas o de los implantes invasivos*'.

Los focos invasivos representan el 12 % de los casos. Microscopicamente recuerdan a un

adenocarcinoma seroso papilar de bajo grado. El diagnostico diferencial entre los implantes no

invasivos desmoplasicos y los invasivos puede ser dificil, pero es de crucial importancia, ya que,
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este hallazgo si conlleva importantes implicaciones prondsticas. Ante la presencia de implantes

: . . - . . . 40,45 46
invasivos se recomienda una terapéutica mas agresiva y el uso de tratamientos adyuvantes™ """,

¢) Malignos.

Los cistadenocarcinomas seroso papilares constituyen la variedad mas frecuente de tumor
ovarico maligno (80-90%), apareciendo en mujeres con una edad media alrededor de los 55
afios>*. MacroscOpicamente son tumoraciones quisticas, multiloculares, con areas soélidas,
papilares, friables que pueden ocupar la cavidad cerca de la mitad de los casos son bilaterales.
Cuando alcanzan grandes dimensiones pueden aparecer areas de hemorragia y necrosis,
traduciendo asi un crecimiento acelerado®.

Microscopicamente se caracterizan por un patrén papilar muy abigarrado, cuyo epitelio
de revestimiento, a diferencia de los cistadenomas, estd constituido por varias capas de células,
con atipia citoldgica franca , presencia de mayor nimero de mitosis y lo que es mas importante:
existe una invasién clara del estroma ovarico’’. Con frecuencia estos tumores ocasionan
afectacion de los espacios linfaticos, pudiendo dar metastasis en etapas tempranas de la
enfermedad **.

Dependiendo del grado de diferenciacion pueden adoptar diferentes patrones
arquitecturales. Asi los tumores poco diferenciados se caracterizan por la disposicion en sabana
de las células neoplasicas , que les confiere un patrén solido, pudiendo contener glandulas
tubulares en su interior. El patron psamomatoso, con un predominio de calcificaciones amorfas y
groseras intratumorales, se suele asociar a tumores bien diferenciados. También pueden existir

otros patrones adicionales capaces de dificultar el diagnostico como el adenoide-quistico
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microquistico, patrén reticular tipo yolk sac , con é4reas de metaplasia escamosa 6 con

abundantes células gigantes sincitiotrofoblastica-like® ***’

1.2 b.2) Tumores mucinosos.

La frecuencia es similar a la de los serosos, siendo el 75 % benignos, 10 % borderline y
15 % malignos *. La histogénesis no esta del todo resuelta. Algunos autores piensan que se tratan
de verdaderos teratomas en los que s6lo se observa desarrollo de epitelio endodérmico, mientras
que los restantes tejidos desaparecen ***. Otra explicacion serfa el origen metaplasico sobre otra
lesion de origen seroso o endometrioide, ya que ocasionalmente se ha visto una transiciéon con
ambos epitelios *.

Existe una asociacién con lesiones similares en el apéndice, de caracter sincronico,
observandose en estos casos un alto porcentaje de pseudomixoma peritonii*’. También se ha visto
una asociacion con los adenocarcinomas mucinosos de cérvix, particularmente con el adenoma
maligno, en las pacientes afectas por el Sindrome de Peutz-Jeghers " 2.

Estos tumores pueden estar asociados a nddulos murales de varios tipos, que pueden
clasificarse como sarcomas o como sarcoma-like®®. Los primeros aparecen en pacientes de edad
avanzada y estan constituidos por una poblacion mesenquimal atipica, con invasion vascular por

4 4 .
33:3% Por otro lado, los nodulos murales sarcoma-like, se

lo que conllevan un peor pronodstico
presentan en pacientes jovenes, como nddulos pardo-rojizos de 0,6 a 6 cm bien delimitados,
constituidos por una poblacion celular heterogénea, con células gigantes multinucleadas tipo
“épulis”, celulas fusiformes atipicas y marcado componente inflamatorio, adyacentes al epitelio

. 55,56 . . . . . .
mucinoso” . Posteriormente fue descrito un tercer tipo de nédulos murales asociados a este tipo

de tumores, constituidos por focos de carcinoma anaplasico. Estos adquieren tamaios de hasta
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12 cm de didmetro, se encuentran mal delimitados, presentan un franca invasioén de estructuras
vasculares y una diferenciacion carcinomatosa obvia”’. Estos tres tipos de nodulos murales deben

de ser diferenciados, ya que los ndédulos sarcoma-like se acompafian de un prondstico favorable

56, 57 54, 55

,a diferencia de los sarcomas y carcinomas anaplasicos . Entre las variedades de

tumores mucinosos podemos apreciar:

a) Benignos:

Son tumores quisticos, a menudo tabicados y unilaterales que reciben el nombre de
cistadenomas. Su tamafio es variable, pudiendo alcanzar grandes volimenes **® . El contenido
de los quistes es liquido viscoso. Al igual que los serosos, se reconocen las variedades simple y
papilar en funcién de que la cara interna del quiste sea lisa o verrugosa. Microscopicamente las
paredes del tumor estan revestidas por un epitelio cilindrico alto, productor de moco y alineado
en una sola hilera, recordando el epitelio que reviste el endocérvix. Otras veces recuerda al
revestimiento intestinal incluso con la presencia de células caliciformes >*. Raramente podemos
encontrar focos de diferenciacion escamosa, particularmente en aquellos con células de tipo
endocervical. La clinica es semejante a los de los serosos y el comportamiento benigno. No hay
que olvidar sin embargo, el peligro de rotura capsular de estos tumores y la posibilidad de que

extravase fluido y células productoras de mucina a la cavidad abdominal, donde se implantaran

dando lugar a un pseudomixoma peritonei, descrito entre un 2 'y 5 % de los casos™.
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b- Tumor borderline

Presentan signos de actividad proliferante epitelial sin clara invasion del estroma ovarico.
Se han subclasificado en dos formas clinicopatologicas diferentes: la mas frecuente, constituida

por epitelio tipo intestinal, y la constituida por epitelio tipo endocervical **.

b-1. Tumor borderline mucinoso tipo intestinal.

Representan el 85 % de los casos y afectan a pacientes entre los 40 y 70 afios . E1 80-90
% se diagnostican en estadio I y menos del 10 % presentan afectacion del ovario contralateral®.
Clinicamente, son los tumores ovaricos, no endocrinos, que con mas frecuencia presentan
manifestaciones hormonales, secundarias a secrecion de esteroides producidas por el estroma
adyacente al tumor®, y ,en menor frecuencia, sindrome de Zollinger-Ellison o carcinoide®.
Macroscopicamente, son tumores indiferenciables de los cistoadenomas o cistoadenocarcinomas,
presentandose como tumores de mas de 15 cm de didmetro, multiloculares y con contenido
espeso y filante®. Microscopicamente, se observan las cavidades quisticas revestidas por epitelio
atipico de tipo intestinal, con presencia de células caliciformes, argirofilas y ocasionalmente
células de Paneth, que pueden formar estructuras papilares finas y arborescentes’™ **. Dichas
células suelen disponerse en dos o tres capas , presentando leve-moderada atipia citologica y

. , . . 24
variable nimero de mitosis*® ® ¢

, sin producir invasion estromal destructiva. Sin embargo, al
igual que en los tumores serosos borderline, estos tumores pueden presentar focos de
microinvasion, caracterizado por focos de células tumorales, invadiendo un estroma reactivo, que

ocupan un area inferior a 10 mm? **. La microinvasion debe ser diferenciada de la reaccién

granulomatosa estromal que ocurre tras la rotura de glandulas con extravasacion de moco, que
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tiene lugar en un 25 % de los casos™. La presencia de microinvasion no parece que empeore la
supervivencia de las pacientes **.

Este tipo de tumor borderline se asocia a la presencia de Pseudomixoma Peritonii en un
20 % de los casos, aproximadamente °*®*. Se ha visto que en un 60 % de estos casos la apéndice
vermiforme presenta una lesion de similares caracteristicas’"®. Esta sincronicidad de lesiones,
fue considerada como tumores independientes , pero existen evidencias convincentes para
asegurar que, en la mayoria de los casos, los tumores de ovario representan una metastasis de la
lesion apendicular. Los datos que apoyan esta ultima teoria se basan en la presentacion
simultanéa de las lesiones, la similitud histoldgica, la alta frecuencia de afectacion bilateral
ovarica, y en el caso de unilateralidad afectacion del lado derecho, ademas de presencia de lagos

38, 65, 66 ,66

de moco diseccionando el estroma ovarico (Pseudomixoma Ovarii) Estudios

moleculares sobre analisis de mutaciones en el gen c-Ki-Ras en tumores sincronicos, también,

sugieren una naturaleza clonal de las lesiones®” .

b-2 Tumor borderline tipo endocervical.
Constituyen el otro 15 %, y se da en pacientes mas jévenes, con una edad media de 34
afios®!. La afectacion bilateral, a diferencia de los anteriores, alcanza el 40 % de los casos. Se ha

. N , . 1
relacionado en un 20 % con endometriosis ovarica>>®

. En el momento del diagnostico el 20 %
presenta afectacion del peritoneo o de los ganglios linfaticos, sin embargo los implantes
peritoneales son discretos, conteniendo glandulas mucinosas en un estroma fibroso, sin haberse
descrito ningun caso asociado a pseudomixoma peritonii °'.

Macroscopicamente son de menor tamafio que los anteriores, con un diametro medio de 8

cm, y uniloculares, mostrando la mayoria de ellos formaciones papilares intraquisticas®. El patron
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microscopico es similar a los tumores borderline serosos, con complejas estructuras papilares,
tapizadas por epitelio columnar endocervical-like, con leve o moderada atipia y sin signos
evidentes de invasion estromal. Un hallazgo caracteristico de estas lesiones es la presencia de un
marcado componente inflamatorio en los ejes conectivo-vasculares de las papilas 6138 Al igual
que los otros tumores borderline, se ha descrito focos de microinvasion, inferiores a 10 mm, sin

evidencia de enfermedad tras un seguimiento de 8 afios *°.

c- Malignos:

Reciben el nombre de cistadenocarcinomas mucinosos. Son menos frecuentes que los
serosos, representando el 10% de todos los canceres ovaricos™. La afectacion bilateral es rara, y
ante este hallazgo debemos descartar la presencia de un tumor primario gastro-intestinal ® 7°.
Macroscopicamente son tumores que no se diferencian de su contraparte benigna, aunque algunos
pueden llegar a ser francamente solidos®. El contenido de los quistes puede ser acuoso, gelatinoso
o francamente hemorragico, como consecuencia de torsién de pediculos vasculares*. El epitelio
puede ser relativamente similar al epitelio de los tumores benignos, aunque aqui se reconocen
imagenes de invasion franca del estroma. Solo en los casos mds indiferenciados, las células se
acompanaran de atipia citoldgica importante y habran perdido en buena medida la capacidad de
produccién de moco, haciendo por tanto dificil su reconocimiento histologico™ "

El pronostico es relativamente mejor que el de los serosos, traduciéndose su
comportamiento agresivo por las recidivas locales pélvicas y la invasion de rganos vecinos ''.
El estadio de la FIGO es el factor pronostico mas importante. Los tumores en estadio I, incluso
con microinvasion estromal, comportan un prondstico tan excelente como los tumores borderline

71, 72

en el mismo estadio Sin embargo, los tumores en este estadio que metastatizan se
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acompafian de wuna invasidon estromal franca y abundante carcinoma intraepitelial

~ 71,72
acompanante’ ",

1.2 b.3) Tumores endometrioides.

Los tumores endometrioides representan del 2 al 4 % de todos los tumores ovéricos .
Menos del 1 % de los tumores ovdaricos benignos son endometrioides y casi todos son
adenofibromas ** . Solo el 2 % de los tumores borderline son endometrioides y los carcinomas

84972 Entre el 30 — 50% el tumor

endometrioides reprentan el 15 % de los carcinomas ovaricos
afecta ambos ovarios. Suelen presentarse en mujeres postmenopausicas, con una edad media de
5 8
55 anos .
Son los derivados del tejido endometrial existente en el ovario. El origen de esta
heterotopia se ha explicado por dos mecanismos diferentes; la idea mas extendida es la propuesta
por Sampson”, que defiende el origen de estos tumores sobre focos de endometriosis ovarica.

Otros autores piensan que se desarrollan a partir de una metaplasia endometrial del epitelio de

superficie del ovario®.

a) Benignos:

Los cistoadenomas endometrioides son raros, y se presentan como quistes tapizados por
epitelio endometrial que no poseen estroma endometrial subyacente, caracteristico de los quistes
endometriosicos. Algunos autores sugieren que estos tumores no existen como entidad pura®. Sin
embargo, los adenofibromas endometrioides, si estan plenamente aceptados y se caracterizan por

la presencia de glandulas endometriales sobre un componente estromal predominantemente
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48,74

fibroso™"". La ausencia de estroma endometrial tipico, de figuras de mitosis y de hemorragia

. . . . , -5
local recurrente ayuda a diferenciar esta entidad de la endometriosis ovarica’.

b) Borderline:

Aproximadamente el 2-3 % de los tumores epiteliales borderline son de naturaleza

.. 4 . .., ..
endometrioide ** **. Se ha visto una asociacién con focos de endometriosis en un 38 % de los
casos "> '®. Sin embargo , no existe criterios establecidos para distinguir estos tumores de los

carcinomas invasivos, "> % 7

. Por ello se propone seguir los criterios de la OMS, es decir
objetivar la presencia de glandulas endometriales con atipia citologica sin identificarse invasion
estromal destructiva ® 7', Incluso Scully recomienda que ante esta situacién, la atipia debe ser
graduada con los criterios utilizados para los adenocarcinomas endometrioides de utero’’. Por

. . ., 2 . . .
otro lado, si se observa una invasion mayor a 10 mm™ se debe diagnosticar de “carcinoma sobre

un adenofibroma” &,

c) Malignos:

Las formas malignas son béasicamente las del Adenocarcinoma endometrioide Suelen ser
tumores quisticos, de contenido sanguinolento, con areas solidas concomitantes de color blanco

¥ Microscopicamente, no

grisaceo, y presentan una bilateralidad en el 15-20 % de los casos
difiere del carcinoma uterino; pudiendo presentarse con glandulas neoplasicas atipicas adosadas
entre si, constituidas por epitelio estratificado no mucinoso, con numerosas figuras de mitosis, y
detritus intraluminales, que infiltran el estroma subyacente . En un 30 % de los casos existe
diferenciacion escamosa asociada, tipo metaplasica (Adenoacantoma) o atipica ( Ca.

24,78

Adenoescamoso) . También se pueden presentar con un patron cribiforme o velloglandular
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con papilas vellosas protuyendo hacia la cavidad quistica. Ocasionalmente aparecen con
abundante material glucogeno en la porcion apical citoplasmatica que secreta hacia la luz
glandular, denominandose adenocarcinomas endometrioides secretores®. También pueden existir
areas con otra diferenciacion mullerianas, adquiriendo un patréon seroso papilar o de células
claras, por lo que es necesario realizar una seriacion amplia de la pieza para realizar in
diagnostico histologico correcto °. Otras formas menos frecuentes se han encontrado en este tipo
de tumores; glandulas dilatadas con material eosindfilo tipo coloide que remedan el struma
ovarii; patron microfolicular similar a los tumores de la granulosa del adulto; patrén insular o
trabecular tipo carcinoide; y también con 4reas que simulen los tumores de Sertoli-Leydig.

El adenocarcinoma endometrioide del ovario puede estar asociado a un adenocarcinoma
endometrioide endometrial, de iguales caracteristicas microscopicas. Se ha visto una asociacion
entre ambos tumores en un 15-20 % de los casos siendo en muchos casos lesiones sincronicas

. . 4
independientes’ " 7% 80

1.2 b.4) Tumores de células claras.

De histogénesis un tanto confusa; inicialmente se les denomind mesonéfricos por creer
que derivaban del mesonefros. Actualmente se acepta que tienen una naturaleza miilleriana, no
solo por su asociacion con quistes endometridsicos en un 24 % de los casos, sino también por la
relacion que guardan con el resto de tumores epiteliales del ovario, asociandose con el carcinoma

endometrioide en un 24 % de los casos.
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a) Benignos y borderline :

Son extremadamente raros. El diagnostico de adenofibromas de células claras se restringe
a aquellos donde las glandulas estan tapizadas por un epitelio benigno. La presencia de atipia
citologica y la proliferacion epitelial sin invasion estromal franca nos evoca al diagnéstico de
tumor borderline de células claras®. Estos representan menos del 1 % de los tumores borderline y
el 5-8 % de todos los tumores de células claras * ** **. La mayoria de los casos de tumores
borderline publicados presentan una morfologia adenofibromatosa, por lo que el diagndstico
diferencial nos debe hacer pensar en la variante benigna®'. Por otro lado, se ha visto que muchos
de los tumores borderline de células claras se asocian a focos de carcinoma, por lo que se debe

realizar un amplio estudio histolégico para diagnosticar la forma pura borderline **,

b) Malignos:

Los carcinomas de células claras tienen una presentacion clinica y un comportamiento
bioldgico diferente al resto de los tumores epiteliales de ovario™ ® 3. Son tumores que se
presentan como grandes masas pélvicas, que rara vez se presentan de manera bilateral, y que con
frecuencia se asocian a focos de endometriosis, siendo frecuente encontrar quistes
endometriosicos adyacentes o intercalados con el tumor ***. Clinicamente pueden acompafiarse
de complicaciones tromboembdlicas y de alteraciones endocrinas como la hipercalcemia *.

Microscopicamente se caracterizan por la presencia de patrones arquitecturales
diferentes como soélido, papilar, glandular y/o tubulo-quistico, aunque frecuentemente suelen
darse una mezcla de todos ellos dentro del mismo tumor,con un estroma fibroso circundante®® .

Citolégicamente puede presentar gran pleomorfismo nuclear y diferentes peculiaridades, siendo

las més comunes las células poligonales de citoplasma claro rico en glucoégeno, y las células con
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morfologia “en tachuela” (Hobnail cells), con grandes nucleos picnoticos, que hacen prominencia
. 86
hacia la luz glandular ™.

Los carcinomas de células claras parecen tener un curso clinico y un comportamiento

bioldégico mas agresivo que el resto de los tipos histoldgicos, presentando tiempos de

8,83,85,86

supervivencia y periodos libres de enfermedad mas cortos , asociado , entre otros factores,

a una resistencia a la quimioterapia convencional con los derivados del platino® *”*.

1.2 b.5) Relacion de la endometriosis ovarica y el carcinoma endometrioide y de célula clara
La asociacion entre estos tipos de tumores y focos de endometriosis ovarica, bien en el

mismo ovario ,0 en cualquier lugar de la pelvis, es hasta del 42 % en algunas series" .

Fue Sampson en 1925 ™ el primero en describir tumores malignos de tipo endometrial en el

ovario asociado a un quiste endometriosico. Por ello consideré la endometriosis como lesion

preneoplésica definiendo tres criterios para establecer dicho origen:

1-Presencia de las dos lesiones en el mismo ovario.

2-La relacion histologica, entre el componente benigno y maligno, debe de ser la misma que la

observada, en el carcinoma endometrioide uterino y el epitelio endometrial no neoplasico.

3-Se debe descartar invasion neoplasica secundaria de otra localizacion.

Veinticinco afios més tarde, Scott ® afiadié como cuarto criterio la presencia de una transicién

gradual entre el epitelio benigno al maligno en la misma preparacion histologica. Con estos

criterios se definen las lesiones endometriosicas que pueden ser consideradas como premalignas;

utilizando estos criterios, estrictamente, se objetiva que ,solo, alrededor del 1 % de las

. . .90
endometriosis evolucionan a neoplasias™.
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Posteriormente se observo que presentan una gran variedad histologica, como puede ser
el adenoacantoma vy el carcinoma de células claras’’, °2. Asi Scully’® observo en 4 de 11 casos
recogidos, de carcinoma de células claras, un crecimiento tumoral en el interior de un quiste
endometridsico; Aure *° , la encontrd en un 24 % de los casos y Coll % en el 50 %. Se establecio
una relacion entre endometriosis y carcinoma de células claras 6 veces mayor que la encontrada
entre la endometriosis y los carcinomas de ovario en general *>.

Por otra parte, el potencial oncogénico de la endometriosis continla siendo

controvertido’™ *°

, algunos autores han puesto de manifiesto que la endometriosis con signos de
atipia tiene mayor riesgo de transformacion neoplasica’’. En las zonas de transicion puede haber
proliferacion glandular similar a la observada en la hiperplasia endometrial, y cambios celulares
con nucleo aumentado de tamafio e hipercromatismo, aunque estos cambios citologicos son mas
frecuentes en los casos de carcinomas de células claras ™ *.

También se ha especulado sobre el papel de los estrogenos en los cambios metaplasicos y

posterior transformacion maligna del epitelio ** '**

Por ello, algunos autores recomiendan el uso
de progestagenos en la terapia sustitutiva para reducir el riesgo de tumores relacionados con la
endometriosis .

Se ha descrito que las pacientes afectas por carcinomas endometrioides asociados a
endometriosis en el mismo ovario, son de 5 a 10 aflos mas jévenes que las que padecen un tumor
no asociado a endometriosis'®. Por otro lado, también se ha asociado a tumores con estadios
clinicos més precoces, por lo que algunos autores apoyan la idea de hacer un subgrupo

. , . . L, . 102 .. .
histologico que presenta un mejor prondstico' >, Esto puede deberse a que la endometriosis, casi

siempre, presenta sintomas, lo que permite realizar diagnosticos precoces de tumoraciones
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adyacentes. Por el contrario, la mayoria de las pacientes con cancer ovarico avanzado son

. . fer 91
relativamente asintomaticas” .

1.2 b.6) Tumores de células transicionales

Son tumores cuya histogénesis ha sido controvertida desde su descripcion por Brenner en
1907, quien crey6 que se originaban a raiz de estructuras del foliculo; algunos autores siguen
fieles a esa teoria'®. Otros postularon la idea del desarrollo partir de los islotes de Walthard,
encontrados en la serosa de las trompas de Falopio y ocasionalmente en el hilio ovérico '
También se supuso que se originarian sobre vestigios del conducto de Wolf, remedando el

1

epitelio urinario '®. Sin embargo, hoy en dia esta ampliamente aceptado, que estos tumores

derivan del epitelio celomico superficial del ovario, y que sufren metaplasia de tipo urotelial, lo

. 8,24
que le confiere el aspecto transicional ™.

a) Benignos:

La mayoria son benignos, denominados Adenomas de cé€lulas transicionales (tumor de
Brenner). Representan el 4 % de todos los tumores benignos epiteliales **. Suelen aparecer en
mujeres de edad avanzada *'”’. Suelen ser unilaterales, de dimensiones variables que van desde
focos microscopicos hasta grandes tumores que ocupan la cavidad abdominal ®. Al corte son

%24 Microscopicamente se caracteriza

solidos, de consistencia firme, recordando a los fibromas
por la existencia de elementos epiteliales de morfologia transicional agrupados, formando
nddulos, rodeados de tejido conectivo denso, conteniendo abundantes fibras reticulares. Ambos

constituyentes, epitelio y estroma, son la base del diagnostico histologico™*. Algunos nidos

epiteliales presentan fendmenos degenerativos en el centro, traduciéndose en muchos casos por
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espacios Opticamente vacios y recordando asi a la imagen del foliculo ovarico . Pueden
encontrarse focos de calcificacion hasta en un tercio de los casos®. Ademas pueden presentar

. . . . ;e 1
zonas de epitelio seroso 0 mucinoso, denominandose tumor de Brenner metaplasico' .

b) Borderline y malignos.

Ademas de las formas benignas, también se han descrito formas de potencial incierto o de

38 . . . ,
y otras francamente malignas, los denominados carcinomas de células

bajo grado *
transicionales. Se han descrito casos con tumores sincrénicos 0 metacronicos con carcinomas de
células transicionales en la vejiga urinaria por lo que, en estos casos, conviene primero descartar
un origen primario vesical ' '®. Un 15 % de carcinomas de células transicionales se han

. . . . , 241
asociado a hiperplasia endometrial y pueden ser estrogenos —secretantes >* '%.
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1.3 METODOS DIAGNOSTICOS

El método que parece dar mejores resultados diagnosticos es la ultrasonografia
transvaginal completada con el estudio mediante doppler color del flujo sanguineo
. 11 .
intratumoral''’. El problema que se presenta es establecer unos protocolos de “screening”
adecuados ya que el coste de la realizacion de pruebas de cribaje en el total de la poblacion
resultaria de proporciones incalculables.

Es importante considerar los factores de riesgo' . La presencia de antecedentes familiares
de carcinoma de ovario, o los antecedentes personales de tumores previos como mama,
endometrio o colén son factores de primer orden. Otros datos clinicos a tener en cuenta son la
nuliparidad, o baja fertilidad, asi como historia de disfuncion ovarica persistente y endometriosis

L. 8,24 . . .y . .
ovarica " ~". Por lo general, se usan los procedimientos diagnosticos en las pacientes de riesgo o
. , S -~ .11
si hay sintomas, o hallazgos en la exploracion ginecoldgica que los hagan necesarios .

La ecografia transvaginal es un método excelente para el diagnostico, ya que valora unos

criterios morfologicos facilmente valorables, como el tamafio, la presencia de cavidades, la

112
. En los casos dudosos el

estructura de la pared y de los septos asi como la presencia de ascitis
doppler color es de gran utilidad, ya que tiene la ventaja de seleccionar los vasos sanguineos
sospechosos de estar afectados por la neoplasia, que destruye la capa muscular de las arterias, las
dilata, y deforma la tipica onda pulsatil que se obtiene, objetivando esta alteracion con el indice
pulsatil y de resistencia' .

Otro frente para abordar el diagnostico precoz es la deteccion de antigenos especificos,

producidos por las células tumorales. Se han utilizado numerosos marcadores tumorales como

CA 125, CA 602, NB/70, LSA, UGF, CSF-1, CA 15.3, CA19.9, CF50, CA195, CF 511, TAG-
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72, PP-4, STN, TPA, CEA, PLAP, HMFG 1, HMFG 2, IAP, IL6 ''*, pero ninguno cumple los
requisitos ideales exigidos, es decir maxima sensibilidad y especificidad. El que se ha
demostrado mas util en la practica es el Ca 125, que estd presente en mas del 80 % de los
carcinoma no mucinosos, pero tampoco es especifico, pudiéndose encontrar elevado tanto en
otros carcinomas, como en situaciones no neoplésicas tales como miomas, endometriosis,
diverticulitis, enfermedad pélvica inflamatoria o al inicio de la gestacion'’>. Por otro lado, es
poco sensible en fases iniciales , siendo negativo en mas del 50 % de los tumores en estadio I.
Por ello, se deberia solicitar otros antigenos tumorales, como el OVX1, NB/70K, CA 15-3, TAG
723 y el M-CSF, ya que parecen estar significativamente aumentados en el 98 % de los tumores
de ovario en estadio I''°.

Hay que tener en cuenta, la practica de otras exploraciones, como la tomografia axial
computarizada o la resonancia magnética nuclear, cuando la ecografia no sea concluyente o en
los casos en los que sospeche enfermedad diseminada''’.

El diagnéstico clinico debe realizarse por técnicas quirtrgicas de laparotomia o
laparoscopia. Mediante estas técnicas se puede explorar la extension de la tumoracion anexial en
la cavidad intraperitoneal, practicar lavados peritoneales para estudio citologico y biopsias de los
espacios infradiafragmaticos, espacios paracoélicos, fondo de saco de douglas, epiplon mayor,
muestreo ganglionar iliacos y paraaorticos, zona de adherencias o de masa extragenital anomala y
ovario contralateral cuando sea macroscOpicamente patologico, y asi conocer su verdadera
extension, antes de iniciar el tratamiento''®.

Debe existir confirmacion histologica de la enfermedad. La pieza quirurgica debe ser
remitida integra al laboratorio de Anatomia Patoldgica, ya que, el estadiaje debe ser tanto mas

. < Lo 119,12
exhaustivo, cuanto menor sea la extension macroscopica' > 2.
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1.4 FACTORES PRONOSTICOS

Los factores pronosticos son utilizados para definir el riesgo individual de recurrencia y

pueden tener implicaciones practicas para la eleccion de un tratamiento selectivo.

1.4 a) Factores clinicos

1.4 a.1) Estadio clinico.

El factor que mas influye sobre la mortalidad en estos tumores es la extension del tumor *
121,122, 123. 124 por ello, uno de los mejores avances para el manejo de las pacientes con patologia
ovarica oncoldgica, es la utilizacion de estadios segun el estudio de la pieza quirtrgica. La
estadificacion del carcinoma de ovario fue revisada y modificada por la F.I.G.O en el afio 1985,
publicandose sus resultados en el afio 1987'%°. En él se adopt6 una clasificacién de estadificacién
patologico-quirargico, en el cual se incluyen pardmetros que estan relacionados con el riesgo de
recidiva y el pronostico de supervivencia. Entre estos parametros se encuentran: rotura de la
capsula ovarica, presencia de tumor en la superficie ovarica, células malignas en el liquido
ascitico, extension y/o implantes en utero, trompas,u otros tejidos pélvicos y las metastasis

regionales o a distancia .

ESTADIOS DE LA F.I.G.O. PARA EL CANCER DE OVARIO'?

*Estadio I: Crecimiento limitado a los ovarios.
la: Limitado a 1 ovario. Cépsula integra. No ascitis.
Ib: Limitado a los 2 ovarios. Capsula integra. No ascitis.

Ic:Ta 6 Ib con capsula rota 6 afecta y/0 ascitis o lavados positivos.
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*Estadio II: Extension a la pelvis.
ITa: Extension a utero y/6 trompas.
IIb: Extension a otros tejidos pélvicos.

IIc: IIa 6 IIb: con cépsula rota 6 afecta y/6 ascitis 6 lavados positivos.

*Estadio III: Extension a peritoneo o a los ganglios:
IITa. Implantes microscopicos en la superficie del peritoneo abdominal.¢
IIIb. Implantes peritoneales abdominales menores de 2 cm.
[IIc. Implantes peritoneales abdominales mayores de 2 cm. ¢ ganglios

retroperitoneales 0 inguinales positivos.

*Estadio IV: Metastasis a distancia. Derrame pleural con citologia positiva.

1.4 a.2) Edad:
Se ha considerado como otro factor clinico de asociacion con la supervivencia. A pesar

de que el prondstico empeora conforme avanza la edad * '*°

, este factor sigue siendo
controvertido®. Al parecer, el peor prondstico no se debe a la indole del tumor, ya que, en general,
son menos agresivos en edades avanzadas, sino a que la edad representa una limitacion para el

. e r . 127,12
empleo de ciertas terapéuticas mas agresivas'> >,

1.4 a.3) Estado general:
El estado general de las pacientes en el momento del diagnostico, también parece una
factor importante para la aplicacion de las diferentes terapias, y por tanto se correlaciona con la

1,121, 12
esperanza de vida'*" ',
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1.4 a.4) Enfermedad residual :
Un factor de suma importancia es la presencia de enfermedad residual tras la cirugia, y en
, . - 8, 24,121,122,123
su caso, el numero de lesiones residuales . Incluso, algunos autores, postulan que
realizar cirugia con efectos subOptimos no se asocia a mejores resultados en la

supervivencia'**"°.

1.4 a.5) Otros factores como la presencia de ascitis en el momento del diagnostico, o la rotura
espontanea de capsula pre- o intraoperatoriamente estan asociados a un peor pronostico, pero son

L : - . 8,122
factores que afectan el estadio clinico, por lo que no se consideran factores independientes .

1.4 b) Factores anatomo-patologicos:

A pesar de la importancia del estadio en la evolucion y prondstico de las pacientes, la
investigacion basica sobre el carcinoma de ovario nos ha permitido utilizar otros hallazgos
morfologicos que han demostrado ser muy validos, para evaluar la agresividad en el

comportamiento de estos tumores.

1.4 b.1) Tipo histologico :

Se aplica exclusivamente la clasificacion de la O.M.S.", comentada previamente en el
capitulo de clasificacion histologica y las diferentes variantes en el capitulo de anatomia
patologica de los tumores epiteliales de ovario. Sin embargo, el papel de factor pronostico segun
el tipo de célula tumoral sigue sin tener unos criterios establecidos por toda la comunidad
cientifica ®. Sin embargo, se acepta que carcinomas indiferenciados y los transicionales son

siempre de alto grado, al igual que los carcinomas de células claras, por lo que se les considera de
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Lot : Lo 134
peor prondstico histologico '

. E1 70 % de estos tumores, se diagnostican en un estadio I, pero la
tasa de recurrencias llega al 40 % , muy superior a las mostradas por carcinomas serosos o

mucinosos en el mismo estadio ®. Por otro lado los tumores mucinosos suelen ser neoplasias de

. , . . . . , . . 66
bajo grado, pero cuando estan asociados a pseudomixoma peritonei el prondstico es infausto .

1.4 b.2) Grado de diferenciacion histologico :

Ha sido ampliamente estudiados por diversos autores que han propuesto diferentes
sistemas de gradacion. Uno de los mas antiguos es el de Brother, que considera 4 grados
teniendo en cuenta el porcentaje de células con anaplasia nuclear ( < 25 %, < 50 %, < 75%, >75
% de la poblacion celular total). En 1979, Russell propuso un sistema que evaluaba el patron, la
citologia, el nimero de mitosis y la presencia de calcificaciones'. Posteriormente, otros autores
han propuesto un sistema, basado en el sistema de Nottingham utilizado para la gradacion del
cancer de mama, que considera el patron arquitectural del tumor, el pleomorfismo nuclear y las
mitosis'*?. La arquitectura se basa en la presencia de diferentes patrones, que deben de
representar mas del 50 % del tumor; siendo el glandular el grado 1, el papilar el grado 2 y el
solido el grado 3 . El grado nuclear se evalua también en tres grados, asi como el numero de
mitosis que considera de 0 a 7 mitosis por 10 campos de gran aumento (usando el objetivo 40 X)
como grado 1,de 8 a 18 como grado 2, y mas de 18 como grado 3'*.

Actualmente , la mayoria de los patélogos usan el patron arquitectural del tumor, en los
tumores de tipo endometrioide dependiendo del porcentaje de areas solidas: Grado 1: Menos del
10 % de componente solido; Grado 2: hasta el 50 % de areas s6lidas. Grado 3 : mas del 50 % de
areas solidas. Considerando los otros factores de manera independiente'**. En los otros tipos

histologicos se suele usar el grado nuclear. Ademas hay que considerar a los diferentes tipos
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histolégicos como lesiones que no son uniformes y en ocasiones , es una tarea dificil subjetivar la
graduacion debido a la heterogeneidad de los propios tumores 8134 Qin embargo, varios estudios

. . ;s . . 123,11 136.
han correlacionanado el grado histologico con la supervivencia '*> 1 13

1.4 b.3) Rasgos nucleares:

El indice ntcleo/citoplasma, la regularidad de la membrana nuclear, la presencia de
nucleolos , su namero y tamafio, han sido considerados como datos prondsticos'** **. A pesar de
que, generalmente, el grado histologico y el nuclear van paralelos en el carcinoma seroso,
algunos autores prefieren realizar estudios morfométricos, mediante andlisis de imagen, de los
rasgos nucleares como el area , la densidad, la regularidad de la membrana para hacer mas

.. . , 1 1
objetivo y reproducible estos parametros' " '**.

1.4 b.4) El indice mitotico:

La cuantificacion de figuras de mitosis en 10 campos de gran aumento proporciona el
grado de proliferacion que tiene dicho tumor ®, sin embargo en algunos estudios se plantean la
relevancia pronostica de este parametro en los adenocarcinomas serosos'>”. Igualmente, también
se ha propuesto el uso de programas de analisis morfométricos donde se estimen el indice de

. . r : 1 1
mitosis por volumen de células malignas'>” *%,

1.4 b.5) Otras variables como el grado de necrosis, la falta de respuesta inflamatoria, la invasion
de los espacios linfovasculares y, los caracteres y cantidad del tejido estromal intratumoral

- . o . . 139, 140
desmoplasico se han considerado como factores pronosticos por algunos investigadores = .
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1.4 ¢) Factores moleculares:

1.4 c.1) Ploidia DNA:

La utilidad de el analisis de DNA mediante citometria de flujo se ha demostrado en varios
estudios, tanto en tejido en fresco como en material parafinado. Se ha correlacionado la
aneuploidia y una alta fraccion de DNA en fase S o de sintesis con los tumores de alto grado,
estadios avanzados, mayor presencia de enfermedad residual, y ,por tanto, una menor tasa de
supervivencia, en comparacion con aquellos tumores que mostraban diploidia y menor fraccion
de DNA en fase S '# " 142193 " Alounos autores apoyan que estos hallazgos gendmicos son
factores pronoésticos independientes, existiendo controversia al respecto, ya que otros autores no

consideran los resultados, por falta de reproducibilidad'** '*°.

1.4 c.2) Alteraciones cromosomicas:

Se han identificado algunos cambios numéricos o estructurales en el cariotipo en relacion
con los tumores de ovario®. La trisomia 12 se ha descrito en algunos tumores borderline, asi como
en tumores de otras estirpes celulares como los fibromas o los tumores de las células
granulosa'*. Los carcinomas poco o moderadamente diferenciados presentan multiples y
complejos cambios en su cariotipo'*® 7. Las alteraciones numéricas mas comunes son por la
pérdidas  del cromosoma X o de los cromosomas 22, 17, 13 y 8 * '*. Por otro lado, las
alteraciones estructurales son mas frecuentes y aumentan con el grado y el estadio, afectando a

alguno de los siguientes cromosomas 1, 3,6, 11, 12, 13,17, 18 y 19 146,147 .
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1.4 ¢.3) Factores de crecimiento, Oncogenes, Genes supresores tumorales y Genes reparadores
de DNA:

Solamente algunos de estos factores se han estudiado en los tumores de ovario pero su
correlacién con el comportamiento bioldgico no se ha clarificado ®.

La expresion de receptores para factores de crecimiento, como el receptor EGFR, se ha
relacionado con un peor pronostico '**. También se ha visto que los carcinomas de ovario que
sobreexpresan el oncogen erbB-2, o el oncogen fms tienen muy mal prondstico'** 1.

Respecto a los genes supresores tumorales, se ha visto que los tumores ovaricos
diagnosticados en estadios avanzandos (Estadio III y IV) presentan mutaciones en el gen p53 en
un alto porcentaje de casos'”'. Las mutaciones en el gen BRCA1 y BRCA2 juegan un papel
fundamental en la génesis de tumores ovaricos asociados a sindromes familiares. Sin embargo, se
ha observado que tumores que presentan alguna de estas mutaciones, tienen un curso clinico

menos agresivo comparado con los tumores esporadicos, que no presentan estas alteraciones

f e 152
gencticas .

1.4 c.4) Actividad proliferativa:

La proliferacion celular puede ser calculada mediante el recuento de células en mitosis,
en la tincién con hematoxilina-eosina, en 10 campos de gran aumento. Sin embargo, las técnicas
de inmunohistoquimia nos proporcionan el andlisis de proteinas intranucleares involucradas en la
proliferacion celular, como el Ki67 (MIB 1) 6 PCNA (proliferacion cell nuclear antigen). En
carcinomas de ovario, se ha visto una correlaciéon entre grado histolégico, estadios clinicos

avanzados y cortos periodos de supervivencia .
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1.5 TRATAMIENTO

El tratamiento estandar del cancer de ovario en estadios iniciales, sera basicamente, la
cirugia, con una finalidad tanto diagndstica como terapéutica. En los casos diagnosticados en
estadios avanzados, la cirugia puede proporcionar buenos resultados asociados a otros

tratamientos adyuvantes® '>* .

1.5 a) Cirugia:

1.5 al) La cirugia en los tumores Borderline:

La naturaleza y el comportamiento bioldégico de estos tumores, conlleva controversia y
dificultad a la hora de elegir el tratamiento mas adecuado. En primer lugar, su diagndstico,
especialmente si es intraoperatorio, es frecuentemente problematico, ya que se ha descrito hasta
un 30 % de casos con lesiones invasivas en el estudio histologico diferido' ¢ .

Por otro lado, dado que el 30 % de estos tumores se diagnostican en mujeres de menos de
40 afios, no es infrecuente que se plantee el deseo de preservar la fertilidad. En general en los
estadios 1 el tratamiento de eleccion de salpingo-ooforectomia unilateral’’’, realizando la

estadificacion quirargica . Los implantes peritoneales, a pesar que en ocasiones regresan tras la

, . . . 158
exéresis del tumor primario, deben resecarse en todos los casos .

1.5 a.2) La cirugia en el Estadio 1 y 11:
Sélo un 10-15 % de todas las pacientes con cancer epitelial de ovario son diagnosticadas
en un estadio inicial de la enfermedad. La cirugia recomendada es la histerectomia abdominal

total con salpingo-ooforectomia bilateral, mas omentectomia, y la posibilidad de linfadenectomia,
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ya que existe un alto portentaje de casos con afectacion del ovario contralateral, incluso con focos
. ] . . . . c prae 18
microscopicos y por el riesgo de diseminacion linfatica .

En pacientes jovenes, afectadas por un tumor bien diferenciado, en estadio la y con

deseo de preservar la fertilidad, pueden tratarse mediante salpingo-ooforectomia unilateral'’,

teniendo en cuenta que la tasa de recurrencias descritas en diferentes series puede alcanzar hasta

el 30 % '°,

1.5 a.3) La cirugia en estadios avanzados (Il y IV):

El tratamiento de eleccion para los tumores de ovario en estadio avanzado se basa en una
cirugia citorreductora agresiva, que incluye la reseccion de ambos ovarios , trompas de Falopio,
utero, omento, linfadenectomia pélvica y paraaortica y todas las lesiones visibles o palpables de
la cavidad abdominal y del espacio retroperitoneal. Incluso en los casos en los que la extirpacion
completa sea imposible, la reseccion parcial del tumor , es en todo caso beneficiosa, sobre todo
cuando de administra quimioterapia adyuvante.

El objetivo de la cirugia citorreductora se basa en resultados empiricos descritos por
Griffiths y cols,'®" apoyando el concepto que cuanto menos volumen de tumor residual quede
adherido, sin extirparse, en la cirugia inicial, mayor tiempo de supervivencia y periodo libre de
enfermedad tendra la paciente. Por otro lado, consideraron cirugia 6ptima cuando se consigue
extirpar la enfermedad abdominal con masas residuales no mayores de 1-2 cm de diametro y
cirugia subdptima, cuando dejamos masa residual mayor de 2 cm. Se ha visto que no existen
diferencias significativas en la supervivencia acumulada, entre tumor residual de 1 6 de 3 cm. Sin
embargo, si existen diferencias cuando lo comparamos con la supervivencia de los casos sin

. . 162
neoplasia residual'®.
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1.5 b) Quimioterapia.

El tratamiento de eleccion ,después cirugia , en las pacientes con enfermedad residual , o
aquellas con alto riesgo de recurrencia, es la quimioterapia combinada. Pacientes afectas por
tumores bien o moderadamente diferenciados en estadio IA o IB, tienen una supervivencia global
a los 5 afios del 91 al 98 %, que no mejorara tras tratamientos adyuvantes'®. Sin embargo, las
pacientes con un estadio IC, es decir con rotura capsular prequirrgica o con lavados peritoneales
positivos, con tumores IA 6 IB pero histolégicamente pobremente diferenciados, o en estadio II,
tienen un mayor riesgo de recurrencia, por lo que son candidatas a recibir tratamiento
adyuvante!64 165 166

En el tratamiento del cancer de ovario avanzado, la quimioterapia se considera el
complemento fundamental a la cirugia. Desde la introduccion de la terapia combinada , basada
en los derivados del platino, la supervivencia de estas pacientes a los 5 afios ha mejorado
significativamente. La supervivencia es, aproximadamente, del 50 % a los dos afios, reduciéndose
al 20 % a los 5 afios * ', Sin embargo, las pacientes que presentan mayor periodo libre de
enfermedad y tiempo de supervivencia, son las que no presentan enfermedad residual tras la
cirugia'®®. Previamente, mujeres con carcinoma de ovario en estadio avanzado tratadas con
cirugia , con o sin radioterapia, tenian una supervivencia del 20-25 % al afio e inferior al 5 % a
los 5 afios'®.

Desde los afios 70 se ha venido investigando ,mediante ensayos comparativos
randomizados, cual es el esquema ideal de quimioterapia para el tratamiento de cancer de ovario
avanzado. Inicialmente los agentes disponibles fueron los alquilantes como el melfalan 6

ciclofosfamida, y las antraciclinas como adriamicina. La era de la quimioterapia moderna

comenzd, en 1979 con el uso rutinario del cisplatino en el manejo del cancer de ovario, y desde

50



entonces ha evolucionado mucho. Se han utilizado diferentes esquemas de tratamiento . Se
observd que el uso del cisplatino con algin otro firmaco, era igual de eficaz que esquemas
terapéuticos de poliquimioterapia. Durante la década de los ochenta, fue la combinacién
cisplatino con ciclofosfamida, la mas utilizada en los casos avanzado'"’. El cisplatino tiene como
efecto secundario ser muy emetizante y en altas dosis puede provocar neuropatias y nefropatias,
entre otros efectos secundarios. Por ello, ha sido sustituido por un derivado ,el carboplatino, que
es equivalente en la eficacia pero presenta menos toxicidad'’'. Los sucesivos estudios
encaminados a perfeccionar los esquemas de quimioterapia permitieron definir el esquema de
carboplatino 75 mg/m” + ciclofosfamida 750 mg/m* , cada 3 o 4 semanas, en 6 ciclos.. Con estas
combinaciones, las remisiones completas patologicas alcanzan porcentajes del 50 % en pacientes
con citoreduccion optima y entre el 20-30 % en pacientes con citoreduccion suboptima ',

Una de la estrategias para aumentar la tasa de remisiones completas patologicas ha sido la
utilizacion de nuevas drogas. En los tltimos afios el descubrimiento del Paclitexel (TaxolO), ha
constituido un avance significativo en el tratamiento de este tumor. Este firmaco se obtiene de
un producto de la corteza de una planta, Taxus brevifolia, del tejo del Pacifico, y ejerce su efecto
citotoxico a través de un unico mecanismo de accion que involucra la polimerizacion de los
microtubulos, provocando una parada del ciclo celular entre la segunda fase de gap (G») y la fase
de mitosis®. Un estudio del grupo de Oncologia Ginecolégica (GOG) indica que el paclitaxel, en
combinacion con cisplatino 6 derivados, da mejores resultados que el esquema terapéutico
estandar (carboplatino 75 mg/m” + ciclofosfamida 750 mg/m’de ciclofosfamida). Encontraron
que las pacientes tratadas con paclitaxel y cisplatino tenian un periodo libre de enfermedad y un
tiempo de supervivencia medio de 18 y 38 meses respectivamente, mientras que las tratadas con

la combinacion de ciclofosfamida y cisplatino presentaban un periodo libre de enfermedad y de
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supervivencia medio de 13 y 24 meses, respectivamente (p<0.001)'". La forma més idonea para
de administracion del paclitaxel estd por definir. Las recomendaciones actuales del tratamiento
quimioterapico del cancer de ovario avanzado son cisplatino 75 mg/m’® " Paclitaxel (TaxolO) 135
mg/m” en 24 horas, cada 3 semanas por 6 ciclos'"*.

En algunos casos, cuando la enfermedad est4 tan avanzada que no es posible realizar una
cirugia citoreductora optima, la quimioterapia es el tratamiento de eleccion inicial ; es lo que se
denomina quimioterapia neoadyuvante. Tras 3 o 4 ciclos de quimioterapia se puede volver a
valorar la posibilidad de cirugia, y, en caso de ser posible, completar el tratamiento
quimioterdpico tras la cirugia. Esta estrategia parece viable, pudiéndose conseguir la
citorreduccion 6ptima en pacientes que inicialmente no eran quirurgicas . Sin embargo, estudios
recientes no muestran diferencias en tiempo de supervivencia, ni en periodos libre de
enfermedad, entre un grupo de enfermas tratadas con quimioterapia neo-adyuvante y las tratadas
con cirugia citorreductora mas la quimioterapia combinada'” .

Otra via de administracion de la quimioterapia es la via intraperitoneal. Consiste en
introducir farmacos citotoxicos mediante un catéter insertado en la cavidad peritoneal, con el fin
de minimizar los efectos secundarios sistémicos y asi poder aumentar la dosis del fairmaco

177 El farmaco ideal para este tipo de administracién,

citotoxico en contacto directo con el tumor.
es aquel que pueda tener un radio de concentracidbn mayor en peritoneo que en plasma, que
presente una relacion dosis respuesta de tipo exponencial, y aquellos que no sean irritante
localmente. Estas caracteristicas las cumple el cisplatino y el taxol . Aunque queda por
definir el papel de la quimioterapia intraperitoneal, un estudio reciente indica que el esquema de

administracion mixto, cisplatino intraperitoneal y ciclofosfamida intravenosa, da mejores
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resultados de supervivencia que los observados con la pauta intravenosa, en pacientes con estadio

Il y citoreduccion 6ptima'™ .

1.5 ¢) Inmunoterapia:

Aunque solo existen resultados preeliminares, otras de las técnicas que parecen tener
futuro en el manejo del cancer de ovario refractario, es la administracion intraperitoneal de
linfoquinas autdlogas activadoras de linfocitos T8 o de anticuerpos conjugados de tdxinas o
radioisétopos'”. El tratamiento con interferén gamma recombinante intraperitoneal en pacientes
con enfermedad residual tras un second-look demostrd una tasa de respuesta completa del 23
%" En otro estudio reciente, el tratamiento con interferén alfa, demostré una respuesta objetiva
en el 28 % de pacientes con tumores sensibles a derivados del platino y enfermedad residual
inferior a 0.5 cm, mientras que no presentaba respuesta alguna en las pacientes con tumores

resistentes al platino.'®’

1.5 d) Terapia Génica:

Los avances en la biologia molecular han permitido el desarrollo de la terapia génica
como nueva arma para el tratamiento de las neoplasias de ovario. A pesar que la seguridad de la
transferencia de genes al ser humano se ha confirmado repetidamente, la mayoria de los ensayos
clinicos estan actualmente en fase I . Estos ensayos evaltian diferentes estategias terapéuticas:
I-Reemplazamiento de genes supresores tumorales para compensar mutaciones, mediante

, . . . . 182
vectores viricos como el adenovirus u otros retrovirus (ej: p53 '*2, BRCA1'®..)).
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2-Quimioterapia molecular. Mediante insercion de un gen (gen HSV-tk- Virus Herpes simple
Thimidin- quinasa) y tras la administracion de un farmaco antivirico como el ganciclovir, pasara
a la forma trifosfato produciendo la muerte celular'™*.

3-Inmunoterapia antitumoral trasferiendo genes productores de citoquinas como la Inter.-
leuquina-2'**, con el fin de potenciar el sistema inmune.

4-Inhibicion de la expresion de oncogenes dominantes (gen erb-B2) y 6 genes involucrados en

.. . . 186
quimioresistencia .
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1.6 BIOLOGIA MOLECULAR DEL DESARROLLO Y PROGRESION

DEL CARCINOMA OVARICO

En los ultimos afios la biologia molecular ha dado algunos frutos para el entendimiento de
los acontecimientos que dirigen la génesis y la biologia del cancer . Sin embargo, la progresion
del epitelio ovarico normal a tumoral asi como los mecanismos genéticos moleculares causantes
de su desarrollo son poco conocidos® . A esto hay que afiadir que las alteraciones genéticas mas
comunes en otras neoplasias no resultan aplicables a la mayoria de los carcinomas de ovario.

Se acepta la hipdtesis de que la transformacion maligna del epitelio de superficie ocurre a
partir de los quistes epiteliales de inclusion que se forman tras multiples ovulaciones™’. Asi, bajo
la influencia de estimulos oncogénicos el epitelio benigno atrapado se transformaria en maligno e
invasivo'®®. La investigacion para luchar contra el cancer de ovario se esta centrando en entender
el los cambios moleculares relacionados con la iniciacion y la progresion tumoral, ya que
permitiria establecer un diagnostico precoz, identificar tumores de mayor agresividad y justificar
tratamientos con pacientes de alto riesgo, ademds de proporcionar objetivos para nuevas
estrategias terapeuticas.

Se considerd que en el proceso de la carcinogénesis ovarica participan multiples
alteraciones genéticas, como el trastorno en la produccion y respuesta de los factores de
crecimiento, la activacion de protooncogenes 6 la inactivacion de genes supresores tumorales.

La mayoria de los tumores de ovario son de apariciéon esporddica, y no presentan
alteracion genética especifica. Parecen resultar de un proceso complejo que incluye la accion de
numerosos oncogenes y genes supresores tumorales como se ha mencionado anteriormente. Sin

embargo, se piensa que aproximadamente un 5-10 % de los casos se relacionan con sindromes de
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. . 1 . , . .
cancer hereditarios'®®. En este sentido se reconocen tres sindromes de carcinoma de ovario
familiar:

a) El carcinoma de ovario familiar aislado
b) Sindrome de cancer Ovario-Mama familiar
¢) Carcinoma de ovario en el contexto de cancer de colon familiar no asociado a poliposis 6

Sindrome de Linch II.

1.6 a) Factores de crecimiento

Uno de los sistemas de crecimiento y progresion tumoral mejor estudiados es el
constituidos por los receptores celulares ErbB con actividad tirosin-kinasa. Esta familia de
receptores esta formada por cuatro receptores homologos: HER1 (EGFR o ErbB1), HER2 (neu o
ErbB2), HER3 (ErbB3) y HER4 (ErbB4)'*.

El receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una glicoproteina
transmembrana de 170 KD con actividad intrinseca tirosin-kinasa. Interviene en el crecimiento,
diferenciacion, motilidad y supervivencia de diversos tipos celulares en tejidos normales y el
multiples tipos de neoplasia'®. Los ligandos mejor estudiados, capaces de unirse a estos
receptores, son el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y su homologo estructural, el factor de
crecimiento y transformacion alpha (TGF-a). La union de estos ligandos favorece la activacion
del receptor por la fosfoliracion del segmento tirosin-kinasa. Este hecho desencadena una cascada
de respuestas bioquimicas y fisiologicas, englobadas en la transduccion de sefiales mitogénicas de
las células, estimulando asi la proliferacién de las células epiteliales no malignas™'. Por el
contrario la TGF-b inhibe la proliferacion de estas células. En condiciones normales, las células
epiteliales ovaricas expresan tanto el EGF como el TGF-a, a pesar de la baja tasa de proliferacion

188,190
celular "°>7".
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El significado de la importancia de la sobreexpresion de este receptor (EGFR), viene dada
por su relacion con un peor pronodstico y por ser susceptible de convertirse en una diana
terapéutica mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra el receptor, que bloquean su
union al ligando'®’.

Por otro lado, la sobreexpresion del ligando TGF-a en la células tumorales implican a esta
molécula en la biologia del tumor mediante un mecanismo de secrecion autocrina. La célula
tumoral adquiere la autonomia de producir, secretar y responder a su propio factor de
crecimiento, y como consecuencia, muestra un ciclo celular mas rapido y acelerado'®®.

TGF- b actiia como un factor de secrecion autocrina inhibidor de la proliferacion y por
tanto , en la homeostasis celular, en el epitelio ovarico normal. Sin embargo, se ha encontrado, en
la mayoria de lineas celulares de tumores ovdricos, alteraciones en la produccion, 6 en la
activacion 6 en la respuesta a TGF- b, perdiendo asi la capacidad inhibitoria de esta via, pudiendo

jugar un papel importante en el desarrollo de algunos tumores ovaricos'**.

1.6 b) Genes tumorales

Existen genes implicados en la regulacion del ciclo celular, replicacion y reparacion del
ADN, cuyas mutaciones hacen mas susceptibles a las células para que se transformen en
neoplésicas. Son los llamados genes tumorales de los cuales se identifican tres tipos: Oncogenes,

genes supresores tumorales y genes reparadores de errores replicativos del ADN.

1.6 b.1) Oncogenes:
Los oncogenes son la forma mutada de un tipo de genes celulares normales conocidos

como proto-oncogenes, los cuales codifican productos que controlan el crecimiento y la
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diferenciacion celular y que en ultimo término provocan la transformacion y el desarrollo
tumoral. De entre los genes que integran el genoma humano se han caracterizado unos 100
protooncogenes, los cuales son capaces de promover la transformacion neoplésica cuando sufren
mutaciones. Generalmente son dominantes, por lo que solo es necesaria a la mutacion de un alelo

192
1.

para producir la alteracion en el crecimiento y la diferenciacién norma La activacion , 0 la

sobreexpresion de varios protooncogenes se han detectado en cancer de ovario.

1) El gen erb-B2 (Her2/neu).

Pertenece a la familia de oncogenes tirosin-quinasa y se localiza en el cromosoma 17q21.
Codifica un receptor transmembrana tirosin—quinasa y comparte un 40 % de homologia con el
EGEFR y, por tanto, puede intervenir en la traduccioén de senales importantes para la proliferacion
celular desde el exterior de la célula'®®. La sobreexpresion del gen erb-B2 parece jugar un
importante papel en la carcinogénesis, tanto del carcinoma de ovario como el de mama. La
sobreexpresion de erb B-2 puede ocurrir con o sin amplificaciéon génica'”. Aproximadamente el
30 % de los carcinomas de ovario sobreexpresan erbB-2, teniendo ,estos tumores, muy mal

JOESN |
pronostico %0,

2) El oncogen fms.

Codifica un receptor transmembrana para el factor estimulante de colonias de macrofagos
(M-CSF), y también, traduce sefales via tirosin-quinasa, estimulando la proliferacion celular.
Este receptor esta ausente en los ovarios normales ,y sin embargo, se sobreexpresa en un 50 % de
los tumores epiteliales malignos ovaricos ,correlaciondndose con estadios clinicos avanzados y

grados histologicos altos'”.
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3) Gen c-myc.

El proto-oncogen c-myc se localiza en el cromosoma 8q24 y codifica una fosfoproteina
nuclear que funciona como un factor de transcripcion, pudiendo ademas estar implicado en la
replicacion del ADN y en la induccion de la muerte celular en determinadas circunstancias'”%. La
amplificacion de este gen se ha visto hasta en un 33 % de estos carcinomas, pero no parece tener

£ 1 194
un valor pronéstico'** '™,

Los diferentes tipos histologicos del carcinoma de ovario se caracterizan por poseer algunas

. r 195
alteraciones moleculares especificas ~, tanto en oncogenes como en genes supresores tumorales.

4) Gen Ras.

Fue uno de los primeros oncogenes identificados. El protooncogen ras, se localiza en el
cromosoma 12, estd formado por una familia de genes (H-ras , K-ras, N-ras), cada uno de los
cuales codifica una proteina de 21 KD localizada en la cara interna de la membrana plasmatica, y
solo se diferencian en una region de 20 aminoacidos. Las proteinas Ras pertenecen a la familia
de proteinas GTPasas monoméricas y participan en la transmision de sefiales desde los receptorse

2. .
Las mutaciones o

tirosin-quinasa, estimulando la proliferacion y diferenciacién celular'
amplificaciones de estos genes se relacionan con un pequefio porcentaje de tumores de ovario (2-

195 ; . . 196
12%) ", siendo la mayoria de los casos carcinomas mucinosos .
1.6 b.2) Genes de supresion tumoral

Los genes de supresion tumoral codifican proteinas que regulan el ciclo celular,

fundamentalmente paralizando o inhibiendo la proliferacion celular . A diferencia del mecanismo
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de los oncogenes, en los cuales la carcinogénesis resulta de la ganancia de una funcion genética,
en este caso el mecanismo de actuacion es la pérdida de funcidon de estos genes, afectando el
control del crecimiento y la subsecuente formacion tumoral. Para inactivar funcionalmente un
gen de supresion tumoral ambos alelos tienen que estar alterados , por mutacion o deleccion.
Frecuentemente una mutacion inactiva uno de los alelos, mientras que una deleccion afecta el

1
otro alelo como un segundo evento'””.

1)El gen p53.

Es uno de los genes supresores tumorales mas frecuentemente afectados en tumores
solidos. Se localiza en le cromosoma 17p13 y codifica un factor de transcripcidn critico en la
regulacion del crecimiento celular normal, estando implicado en la sintesis y reparacion del
ADN, el control del ciclo celular , diferenciacion celular, la plasticidad genémica y la muerte
celular programada'®. Las alteraciones del gen supresor tumoral p53 confieren una ventaja de
crecimiento selectiva durante la progresion tumoral. Las mutaciones del gen p53 son frecuentes
en tumores ovaricos diagnosticados en estadios avanzandos (Estadio III y IV), alcanzando el 50
% en algunas series'>>. Ademas la mutacion de guanina por timina, prevalente en otros tumores

o - . 198
como pulmoén 6 higado, no es caracteristica en los tumores de ovario .

2)El gen PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted from chromosome 10).

Se localiza en el cromosoma 10g23.3. Codifica una proteina que bien puede actuar como
una tirosin-fosfatasa, que extrae grupos fosfato de los aminoacidos tirosina, o como tensina, que
es una proteina que conecta proteinas filamentosa del citoesqueleto con el exterior'®. Se

considera un gen de supresion tumoral ya que la proteina tirosin- fosfatasa puede contrarrestar a
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las proteinas codificadas por el grupo de protooncogenes tirosin-quinasa. La activacion de sefiales
de transduccion puede ocurrir por una ganancia de funcion de las protein-quinasa, 6 por una
pérdida de funcién de las protein-fosfatasas’. En los carcinomas endometrioides parecen
intervenir mecanismos moleculares involucrados en los mecanismos de iniciacion de los
carcinomas endometrioides de endometrio, como son la inestabilidad de microsatélites o las

mutaciones del gen PTEN*’' y mutaciones de B-catenina™”.

3) El gen de b-Catenina.

Se localiza en el cromosoma 3p21 y codifica la proteina b-Catenina que es una molécula

implicada en la adhesion celular’®

. Ademas esta proteina puede ser tirosin-fosforilada y ha sido
implicada en la transduccion de sefiales por receptores de factores de crecimiento oncogénicos
(EGFR*™, erb-B***) .En 1997 se describié que podia ser considerado como un gen de supresion
tumoral, ya que mutaciones heterozigotas en su gen tenia un efecto similar a la inactivacion del
APC en el desarrollo del carcinoma de colon®”®. Las mutaciones de B-catenina producen un
exceso de proteina citoplasmatica y nuclear que se pueden poner de manifiesto

inmunohistoquimicamente. En carcinomas de ovario endometrioides ocurren en el 35 % de los

20
casos 7.

4) Gen BRCA 1 vy BRCA 2.

En el sindrome de cancer de ovario familiar aislado y sindrome de cancer Ovario-Mama
familiar, los tumores ocurren en pacientes jovenes con historia familiar de tumores en estas

localizaciones. En ambos, se ha visto que mutaciones en el gen BRCA1 6 en el BRCA2,
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localizados en el cromosoma 17g21 y en el cromosoma 13q respectivamente, juegan un papel
fundamental***%* .

Se ha observado que tumores que presentan mutaciones en alguno de estos genes, tienen
un curso clinico menos agresivos comparado con los tumores esporadicos'>. Sin embargo, en
tumores ovaricos esporadicos se han identificado, tambien, mutaciones en el gen BRCA1 hasta
en un 10 % de los casos®” y delecciones en el gen BRCA2 en aproximadamente el 50 % de los
casos *'°. A pesar de este elevado portentaje de delecciones, las mutaciones somaticas en el gen
BRCA2 son raras, mientras que las mutaciones germinales se detectan en una proporcion
significativa de tumores esporadicos, sugirirendo que estos casos pueden tener una predisposicion

a desarrollar cancer de ovario®'"" ?!%. Por otro lado, el carcinoma seroso, es el mas cominmente

asociado a carcinoma hereditario de ovario y mama por mutaciones en BRCA 1y BRCA 2*".

5) Otros genes de supresion tumoral.

La pérdida de heterocigocidad se define como una deleccién de una porciéon de un
cromosoma que contiene un gen de supresion tumoral. La identificacion de delecciones en un
locus genético especifico de las células tumorales sugiere la presencia de un gen de supresion
tumoral inactivado en la zona deleccionada. Se han identificado delecciones frecuentes en varios

locus genéticos en tumores de ovario como se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1: Pérdida de heterocigocidad de diferentes locus en los carcinomas de ovario.

Los locus 17p, 17q, 9p y 11p muestran una alta frecuencia de pérdida de heterocigocidad en los

carcinomas de ovario. Otros locus, que posiblemente contienen genes de supresion tumoral

importantes en la carcinogénesis ovarica, también presentan pérdida de heterocigocidad.

Locus Ref®  Ref® Ref'® Ref”  Ref'™® Ref” Ref*  Ref? Ref** Ref* Ref* Ref” Ref**
4p 42%
5q 43% 50%
6p 50% 62%
6q 64% 57%
Tp 43% 36%
8p 40%
8q 31%
9p 54% 53% 31% 38%
Ilp 46% 53% 50% 47% 77%
11q 29% 70%
12p 38%
12q 33%
13q 58% 56%
14q 47% 47%
15q 36%
16p 33%
16q 38%
17p 69% 75% 31% 46% 67% 81% 83% 64% 45%
17q 77% 77% 39% 76% 74% 50% 35% 52%
18q 43% 32%
19p 34%
21q 36%
22q 71%
Xp 41%
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Se ha visto una correlacion entre las delecciones genéticas de locus especificos y
parametros pronodsticos conocidos como el tipo o grado histologico asi como el estadio clinico.
Por ejemplo la pérdida de heterocigocidad en 6q, 13q y 19q, sélo se ha identificado en tumores
serosos' ', En general, los tumores mucinosos parecen tener baja frecuencia de pérdida de
heterocigocidad cromosémica'®® Por otro lado, algunos estudios sugieren que altas tasas de
pérdida de heterocigocidad ocurren en tumores con estadios avanzados y con alto grado

c 1 196,197, 101, 102.
histolégico ™"

1.6.b3 Genes reparadores de errores replicativos del ADN.

Son los genes responsables de mantener la integridad del genoma y la fidelidad de la
informacion que transfieren, en la transduccion del ADN. El genoma humano codifica para
aproximadamente 60.000 proteinas necesarias para la funcion celular normal y por lo tanto
requiere una constante replicacion del ADN. La tasa basal de errores de replicacion espontaneos
del ADN se ha estimado en mas de 10000 eventos/dia. Por otro lado, la exposicion a
carcindbgenos O un defecto subyacente en los mecanismos de reparacion, aumenta
significativamente los errores de replicacion y facilita la acumulacion de alteraciones en el ADN
necesarias para que ocurra la transformacién maligna'®’.

En el carcinoma de ovario diagnosticado en el contexto de cancer de colon familiar no

18 se identifican defectos, como inestabilidad de

asociado a poliposis (Sindrome de Linch II)
microsatélites, en genes relacionados con mecanismos de reparacion de DNA (mistmach repair

genes) como el hMSH2 , el hMSH1, hMLH1, hPMS1 y hPMS2 >/,
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1.6 ¢) Alteraciones de la clonalidad v de 1a metilacion del ADN

Ademas de las alteraciones ya mencionadas, la hipometilacion generalizada del genoma
parece jugar un papel en la génesis del cancer ovarico. Se acepta que muchos tumores tienen un
origen unicelular que ha adquirido uno o mas lesiones genéticas. Por lo tanto la monoclonalidad
se considera una prueba fidedigna para establecer la naturaleza tumoral. Los métodos de
determinacion de la clonalidad son el estudio de la inactivacion del cromosoma X y el andlisis del
reordenamiento genético (TCR) de inmunoglobulinas y de los receptores de células T 193,

El analisis de la metilacion (inactivacion) del cromosoma X es una valiosa herramienta
para valorar la clonalidad de los tumores en mujeres. Durante el desarrollo de las células
normales uno de los alelos del cromosoma X es metilado. Por lo tanto las células no malignas son
heterogéneas respecto al estado de metilacion del cromosoma X***. Las lesiones clonales, como
los tumores malignos de ovario, derivan de una sola célula, y por tanto, muestran un patrén de
inactivacion idéntico en todas sus células. El patron de inactivacion del cromosoma X puede ser
analizado utilizando marcadores polimorficos de DNA y enzimas de restriccion que son sensibles

a la metilacion®% .

1.6 d) Futuras direcciones

El estudio de los eventos celulares moleculares, han proporcionado un gran beneficio, no
solo, en el entendimiento de la biologia del cancer, sino también, en el diagnostico, pronostico, y
objetivos terapéuticos. Los tumores esporadicos solidos, como son la mayoria de los tumores de
ovario plantean mas de un desafio para completar el estudio a nivel molecular, ya que no sélo

existen maultiples alteraciones genéticas involucradas en el desarrollo y progresion de estos
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tumores, sino que ademas, el comportamiento clinico del tumor puede estar determinado por
cambios sutiles en la regulacion de algunos genes celulares™.

La secuenciacién del genoma humano y las librerias de ¢cDNA de tejido humano han
proporcionado una base de datos que facilita la caracterizacion de los sucesos moleculares en la
progresion tumoral. EI CGAP (Cancer Genoma Anatomy Proyect), es un organismo dedicado a
realzar esta base de datos mediante librerias de tejidos microdisecados por tecnologia Laser, que
representan caracteristicas histoldgicas y estadios de progresion tumoral especificos. Es de gran
utilidad para realizar “dot blots” virtuales que comparen los niveles de expresion entre estadios
de progresion®' .

Los métodos tradicionales en Biologia Molecular trabajan en base de un experimento por
gen, lo que hace que resulte muy laborioso obtener una vision global de la funcion del gen. Sin
embargo, una nueva tecnologia, denominada “DNA microarrays”, es capaz de introducir gran
cantidad de informacién en un simple “chip” de manera que se pueda tener una vision de la
interaccion entre miles de genes simultaneamente™”. Estas técnicas permiten un estudio paralelo
de los niveles de expresion: la informacidn estatica de un gen, es decir en qué tejidos se expresa y
la informacién dindmica, 6 como se relaciona el patrén de expresion de un gen con el otro. Por
otro lado, la tecnologia microarray supone un avance en lo referente a la identificacion y
genotipaje de mutaciones y polimorfismos ya que permite determinar alelos de cientos de
muestras de ADN asi como el examen de susceptibilidad a determinadas enfermedades en una
sola sesion™”,

La técnica consiste en depositar sobre un porta objetos, (desde pequenias membranas de

nylon hasta vidrios tratados con sustancias quimicas que favorecen la union de la sonda) una

muestra que puede ser mRNA, cDNA, para experimentos de estudios de expresion, 6 DNA
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gendmico para la deteccion de polimorfismos. Se utilizara productos de PCR cuando debido a la
escasez de la muestra sea necesaria una amplificacion. Se afiadird una sonda (oligonucledtidos o
cDNA) marcada con fluorocromos procediendo asi a la hibridacion. Finalmente se obtiene una
imagen por medio de un “array scanner” que realizara un barrido por todo el porta mientras que
la cdmara va “filmando” la luz emitida por los distintos fluorocromos cuando son excitados por el
rayo laser obteniendo una imagen global del porta objetos: esta imagen generada debe ser
analizada con un programa de ordenador®**** .

En un reciente estudio se analizd mediante esta técnica 9121 genes en 5 carcinomas
serosos y 4 carcinomas mucinosos. Observaron que, en todos los tumores, 55 genes involucrados
en la proliferacion celular y en la prevencion de la apoptosis se sobreexpresaban, y otros 48 genes
estaban funcionalmente inhibidos. Asimismo objetivaron como 115 genes se expresaban de
diferente manera en los tumores serosos y en los mucinosos®>.

Hasta ahora los trabajos se han focalizado en la proliferacion celular del crecimiento
tumoral, demostrandose ciertas alteraciones en el contenido del ADN, la sobreexpresion de
ciertos oncogenes, la alteracion en la funcion de los genes de supresion tumoral o la adquisicion
de resistencias a la quimioterapia, que haran que la célula se comporte biolégicamente en un
amplio espectro de posibilidades que van desde la benignidad a la mas alta malignidad. Sin
embargo el crecimiento tisular depende, no so6lo de la proliferacion celular, sino también de la
falta de muerte celular programada . La apoptosis es un factor importante en la regulacion de la
densidad de la poblacion celular normal, y puede ser un mecanismo de supresion de celulas
anormales que han sido lesionadas por toxinas, radiacion y otros estimulos, por lo que su

inhibicidén permitiria la permanencia de las células mutadas en el tejido siendo determinante para

el crecimiento del tumor .

67



1.7 APOPTOSIS

La apoptosis, o muerte celular programada, es un tipo de necrosis considerada como un
proceso fisiologico, mediante el cual estimulos del desarrollo o ambientales activan un programa
genético para llevar a cabo una serie especifica de eventos que culminan en la muerte celular, y
su eliminacion de entre las células conservadas de un tejido , sin alteraciones de la arquitectura o

de la fisiologia tisular™® #’.

Sin embargo, la apoptosis, también puede provocarse ante
situaciones patologicas™, siendo innumerables las enfermedades en las que se ha demostrado
una alteracion de la apoptosis, bien por exceso o por defecto.

La descripcion de un tipo de necrosis, integrada en la fisiologia de los mamiferos,
diferente a la necrosis osmotica convencional, comienza a finales del siglo XIX (1885), por el
equipo del Dr Walter Fleming®’. Estos autores fueron capaces de reconocer morfologicamente,
mediante microscopia optica, fendmenos involutivos fisiologicos en los foliculos ovéricos o en la
mama post-lactancia y se les di6 el nombre de cromatolisis . Sin embargo no fue hasta 1914,
cuando este término volvié a aparecer en la literatura médica, por el anatémico aleméan Dr.
Ludwig Graper , en un estudio sobre el desarrollo del saco vitelino®*’. Posteriormente, en 1951
Glucksmann, describié como este fenomeno podria explicar muchos de los cambios acontecidos
durante el desarrollo embriologico®*!. Ya en la década de los 60, y gracias al desarrollo de la
microscopia electronica, se descubrié mucho acerca de la morfologia ultraestructural de este tipo
de fenomeno. En 1972 Kerr, Wyllie and Curie *** de la Universidad de Edimburgo, utilizaron por
primera vez, en la practica médica, la palabra apoptosis para describir estos hallazgos

morfoldgicos y asi simplificar la terminologia utilizada para los tipos de muerte celular

(necrobiosis, necrosis coagulativa, cromatolisis, necrosis isquémica...).
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El término, procedente del griego “appo-toe-sis”, indica la caida de las hojas de un arbol
o de los pétalos de una flor, y fue propuesto por un profesor de Griego de la universidad de
Abeerden por la similitud morfologica entre ambos eventos.

El proceso se caracterizo inicialmente en su vertiente morfoldgica y sobrevivid mas de 15
afnos en latencia. Gracias a estudios de los aspectos bioquimicos y moleculares, iniciados por
Brenner en el nematodo Caenorhabditis Elegans >, y posteriormente, con el descubrimiento de
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un patron caracteristico “en escalera” ", al analizar el ADN de las células apoptdticas en un gel

de electroforesis, hoy dia es uno de los procesos investigados con mayor vigor .

1.7 a) Morfologia

La apoptosis se considera, morfoldgica y bioquimicamente, diferente a la muerte celular
por necrosis osmotica. En la necrosis, un grupo de células, ante estimulos externos, pierden la
integridad de membrana alterando la regulacion de la homeostasis i6nica celular y permitiendo
un gran edema intracelular y la destruccion de organelas; como consecuencia se provoca una
intensa respuesta inflamatoria que participard, igualmente, en la fagocitosis de los detritus
celulares®® .

Los rasgos morfologicos de la apoptosis difieren de los de la necrosis observandose
mejor con microscopia electronica®. Inicialmente se produce la constricciéon de la membrana,
disminuyendo el tamafio celular y agrupando las organelas, dandole al citoplasma un aspecto
mas denso. Los cambios nucleares son los rasgos mas caracteristicos. La cromatina se condensa
en la periferia , por debajo de la membrana nuclear, en masas densas bien definidas.

Posteriormente el ntcleo se fragmenta, formandose , al mismo tiempo, vesiculas citoplasmaticas

y los denominados cuerpos de apoptosis. Estos cuerpos apoptdticos se componen de citoplasma y
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organelas muy agrupadas, pudiendo contener también fragmentos nucleares, rodeados siempre
de membrana. Los cuerpos de apoptosis seran fagocitados por las células sanas adyacentes del
parénquima o por macréfagos, donde se degradaran con rapidez dentro de los lisosomas, gracias
a su actividad enzimatica. Seguidamente las células adyacentes serian capaces de migrar o
proliferar reemplazando asi el espacio ocupado por la célula apoptdtica suprimida®’ ***
(Figura 1).

La apoptosis afecta a células aisladas o racimos celulares pequenos. Histologicamente,
con tincion de hematoxilina eosina, la célula apoptoética suele reconocerse como una masa
redondeada u oval de citoplasma, fuertemente eosinéfilo, con fragmentos de cromatina nuclear
densa’®. La constriccion celular y la formacion de cuerpos apoptoticos tienen un comienzo
abrupto con una duracién de pocos minutos " **'; sin embargo los cuerpos de apoptosis
permanecen en el tejido aproximadamente 2 horas hasta que sean fagocitados y degradados®?.

Cabe resaltar que la apoptosis, al contrario que la necrosis, no produce respuesta inflamatoria,

haciéndola por tanto mas dificil de detectar desde el punto de vista histologico™” .

Figura 1: Caracteristicas morfologicas de la apoptosis. Proceso de retraccion celular que

afecta al nacleo y al citoplasma, hasta la formacion de cuerpos apoptéticos.
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1.7.b) Genes reguladores de la apoptosis

Las reglas fisiologicas de la sefial apoptdtica en los mamiferos son cruciales y complejas.
El nematodo Caenorhabditis Elegans ha sido un buen modelo para estudiar los componentes de

254 Ademas

la muerte celular, ya que lleva a cabo una apoptosis programada durante el desarrollo
muchos de los componentes de la maquinaria de la apoptosis, estan conservados en mamiferos.
En los estudios genéticos del C. Elegans se identificaron tres productos génicos esenciales: CED-
3 y CED-4 que favorecen la apoptosis, y CED-9 que la inhiben™”. CED-3 es una proteina
especifica de la cascada efectora de la apoptosis. CED-4 es homologo al Apaf-1, factor promotor
de la apoptosis en mamiferos, que se uniria a CED-3 y promueve su activacion®®. Mientras que
el CED-9, en condiciones normales, se uniria a CED-4 y CED-3 formando un complejo, que

mantiene al CED-3 inactivo. El estimulo apoptotico produciria la disociacion de dicho complejo,

permitiendo la activacién del CED-3*" (Figura 2).

Figure 2: Genética de la muerte celular programada en C Elegans. En la célula viva, el

complejo Ced-4/Ced-3 es secuestrado por el Ced-9, en forma de mondémero inactivo. Ante un
estimulo apoptotico se produce la liberacion de dicho complejo produciéndose Ila

oligomerizacion, provocando la activacion del Ced-3

Célula viva Célula condenada a morir Apoptosis

DA

—

Estimulo

apoptotico
[ o

Ced-3 inactivo

/\ Ced-4

Ced-3 activo
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Estos tres productos génicos tienen homologia de secuencia y funciéon con productos
génicos en mamiferos asi: las caspasas de las células de mamifero son similares a CED-3; Apaf-
1 es el unico homodlogo de CED-4 en mamiferos conocido; y algunos productos de genes de la
familia de bcl-2 se relacionan con CED-9%°%,

Aunque los mecanismos bioquimicos y genes implicados en este proceso son en gran
parte desconocidos, se han identificado numerosos genes que codifican productos que influyen en
la susceptibilidad celular para entrar en la apoptosis. Entre ellos podemos distinguir activadores e

inhibidores de la muerte celular programada®”.

1.7 b.1) Familia bcl 2 - bax

Bcl-2 fue el primer miembro encontrado en una familia creciente de genes implicados en
la regulacion de la apoptosis que, a diferencia de otro oncogenes, prolonga la supervivencia
celular bloqueando especificamente la muerte celular por apoptosis.

El gen bcl-2 (B-cell Lymphoma 2) se identific hace més de una década, con el andlisis y
descubrimiento de la translocacién 14;18 (q32,q21), en el cromosoma 18°® . Esta translocacion
es la aberracion cromosdémica mas comun en los linfoma no Hodgkin, alcanzando el 70-80 % en
los linfomas foliculares®'. En este caso la secuencia de bel-2 se yuxtapone al gen de la cadena
pesada de la inmunoglobulina (Ig H), en la region 14q32. Sin embargo, la translocacion no se
traduce en una interrupcion de la region codificante del bel-2, sino en el gen de la Ig H.
Consecuentemente, bajo el control del gen promotor de la inmunoglobulinas, se produce la
sobreexpresion, tanto del ARNm como del producto proteico, de bcl-2 en estos linfomas y como
consecuencia, una disminucion de la muerte de los linfocitos B afectados®®. Esta prolongacion de

la vida de las células B es un evento critico en la génesis del linfoma folicular.
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Por otro lado, y accidentalmente, se observd que este gen ,activado por la traslocacion
14;18, permitia la supervivencia de células hematopoyéticas citoquin-dependientes, en estado
quiescente, en ausencia de citoquina®®. Este hallazgo se verifico en otras lineas celulares en
ratones transgénicos, estableciéndose que la supervivencia y la proliferacion celular estaban

directamente relacionados con una sobreexpresion de bel-22%.

1- Proteina bcl-2

El producto del gen bcl-2 es una proteina de 26 KDa que se localiza principalmente en
la membrana externa de la mitocondria, aunque también en la nuclear, y en el citosol a nivel del
reticulo endoplasmico liso”®.

La amplia expresion in vivo de bcl-2 en tejidos humanos normales, embrioldgicos, fetales
y adultos sugiere que este gen tiene un importante papel en la homeostasis tisular normal”®.

En tejidos adultos normales bcl-2 parece estar restringidos al compartimento proliferativo,
donde se localizan las células madre, de larga vida, que se dividen y se diferencian continuamente
a elementos maduros®®’. Por el contrario, la expresion de bcl-2 disminuye, o estd ausente, en
células terminales diferenciadas de los epitelios de coldn, piel, y prostata, las cuales se cree que
mueren por apoptosis. Bcl-2 también se expresa en células con una larga vida como las
neuronas™® y algunas células sensibles al estimulo hormonal tales como el endometrio®® o los
foliculos ovaricos*’’. Tomando en conjunto estas observaciones se ha podido hipotetizar que bcl-
2 es un factor de supervivencia muy importante para células progenitoras precoces,
presumiblemente a través de la prevencion de la muerte celular programada en el compartimento

. . . . . 1 271,272
regenerativo, y para células completamente diferenciadas que son de larga vida =" “'~.
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2-Otros miembros de la familia bel-2

Se han identificado, en mamiferos, al menos 15 genes que tienen homologia en la
secuencia con el gen bcl-2, y se han clasificado como miembros de la familia de genes bcl-2. A
su vez, se han dividido en dos grupos en base al efecto que tienen en el ciclo celular. Los
antiapoptoticos son bcl-2, bel-x 1, bel-W, Mcl 1, A1, NR-13, BHRF 1, DRF 16, mientras los que
promueven la apoptosis son Bax, bcl-x s, Bok y Bak, entre otros®”.

Las proteinas codificadas poseen, al menos, uno de cuatro dominios homdlogos al bcl-2
(BH1, BH2 , BH3 y BH4): Las inhibidoras de apoptosis contienen el BHI y el BH2, incluso las
de mayor homologia con el bcl-2 presentan los cuatro dominios®™. Sin embargo, las proteinas
proapoptdticas pueden subdividirse en dos grupos en relacion a la homologia estructural que
compartan con el bcl-2. El grupo Mdt que incluye bax, bak y bok contienen tres dominios (BHI,
BH2 y BH3) homodlogos al bcl-2. Por el contrario existen otras proteinas “asesinas” que tan solo
coinciden estructuralmente con una pequena region central (9 a 16 residuos) del dominio BH3
como son Bik, Blk, Hrk, BNIP 3, Bim L, Bad, Bid y EGL-1*"

En la figura 3 representamos la estructura de los diferentes grupos de la familia bel-2.
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Figure 3: Estructura de los miembros de la familia Bcl-2. Las proteinas inhibidoras de la

apoptosis son las que conservan los cuatro dominios de la proteina bcl-2. La subfamilia
proapoptética bax conservan parte de la homologia estructural de la bcl-2 con ausencia del

dominio BH4.La otra subfamilia proapoptotica conserva el dominio BH3 de la proteina Bcl-2.

| BH4 | | BH3 | | BH1 | | BH2 |
Grupo 1:

Proteinas inhibidoras de la apoptosis: Bel-2, Bel-x;, bel-W , Mcl 1, A1, NR-13, BHRF 1, DRF 16...

Grupo 2 | | BH3 | | BH1 | | BH2 | |

Proteinas proapoptoticas (Mdt): Bax, bak, bok...

Grupo 3: | | Bz |

Proteinas proapoptoéticas: Bik, Blk, Hrk, BNIP 3, Bim L, Bad, Bid y EGL-1

* Bax: La primera proteina conocida asociada con bcl-2 in vivo fue bax ( Bcl-2-
associated protein X), una proteina de 21 kD con la habilidad de suprimir la capacidad de bcl-2
para bloquear la apoptosis®’°.

En algunos tejidos incluyendo mama, estomago, piel , ganglios linfaticos, colén e
intestino delgado, entre otros, los patrones de expresion de bax y bcl-2 estan regulados de forma
paralela, lo que sugiere que existe un antagonismo activo entre ambas proteinas®’’. Por otro lado,
también se ha visto que la expresion de bax se localiza, especialmente, en areas cuyas células
tienen una alta tasa de apoptosis®”". Se han propuesto varios mecanismos para explicar el papel

. ., . . . 279
regulador de esta interaccion proteina- proteina en el control de la apoptosis™ :
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-Bax podria funcionar como una molécula inductora de muerte celular, que es neutralizada por
bcl-2.

-Bcl-2 podria funcionar como un represor de muerte celular que es neutralizado, por
competencia, con una molécula inerte de bax.

-Bcl-2 podria tener una funcion bioquimica totalmente expuesta a bax.

En otros tejidos se distribuye paraddjicamente. Asi, en algunas células de larga vida como
neuronas del sistema nervioso central, la expresion de bax es alta, mientras que en células de
corta vida tales como granulocitos y timocitos corticales su expresion es nula o escasa, lo que
sugiere que , o bien la via bcl-2/bax no es responsable de la regulacion de la vida y la muerte en
estas cé€lulas, o bien que otros miembros de la familia bcl-2, son expresados en estas células y
contribuyen a la regulacién de la muerte celular™®’. Sin embargo, las neuronas estan entre las
células mas sensibles para la induccion de muerte celular por pérdida de factores de
supervivencia (neurotrofinas), hipoxia, hipoglucemia y una variedad de otros insultos. Por tanto,
los altos niveles de bax encontrados en varios tipos de neuronas del sistema nervioso central,
ademas de poder contribuir a su inherente estado de vulnerabilidad, sugieren que bax por si solo,
es insuficiente para poner en marcha la via de la muerte celular en estas células, e implica un
antagonismo activo entre bax y presumiblemente otros miembros de la familia de proteinas bcl-2

. . ’ : 1,281
para mantener la supervivencia de esa células de larga vida®'.

* Bel-x: El gen Bcel-x estd colocado en una forma larga (L) y en una forma corta (S). La

proteina producida por la forma larga, Bcl-xi, tiene un 47 % de homologia con bcl-2 y una

distribucion celular semejante a este, lo que sugiere que ambas proteinas funcionan de una

76



manera similar. Por el contrario, el producto derivado de la forma corta, Bel-xs , antagoniza con

D 282
la inhibicidn de la muerte celular programada por las dos anteriores™ .

* Bak: La proteina Bak ( Bcl-2 homologous antagonist/Killer) aumenta la tasa de
apoptosis inducida por deprivacion de factores de crecimiento de fibroblastos, neuronas y celulas
linfoides murinas, lo que sugiere que funciona principalmente como un promotor de apoptosis>".
Bak se expresa ampliamente en epitelios complejos incluyendo nasofaringe, esofagos, colon y

vejiga, en los cuales tiene un papel pro-apoptotico.

* Mcl-1: El gen Mcl-1 (Mieloid cell leukemia-1), descubierto en células de la leucemia
mielobléstica, funciona de manera similar a bcl-2 bloqueando la apoptosis en células
hematopoyéticas mas diferenciadas. Este gen codifica una proteina de 37 KD que tiene una
homologia significativa con bcl-2, pero al contrario que esta su expresion es mayor en las células
mas diferenciadas de epidermis, intestino, coldn, prostata, nasofaringe y via aérea superior. Esto

sugiere que ambos desempefian funciones diferentes en la regulacién in vivo de la apoptosis™*.

3- Mecanismos de accidén

Los miembros de la familia pro y anti-apoptdtica pueden formar dimeros; si las parejas
son idénticas se denomina homodimeros, y si son diferentes heterodimeros. Algunos de los
miembros de la familia forman homodimeros (bcl-2, bax, bel-xLy bel-xs), y otros, como el bel-2,
pueden formar heterodimeros con bax, bel-x s, Al y Bad **. A su vez bax puede heterodimerizar
con bcl-2, bel-xL, Mcl-1 y Al y bel-xL puede heterodimerizar con bax, bad y bel-xL. A pesar de

que algunas células usan preferentemente uno de los miembros de la familia como factor de
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supervivencia, la mayoria de las células eucariotas presentan una tremenda redundancia en la
expresion de los miembros de la familia de  bel-2%%. Por ejemplo, cuando bax aparece como un
homodimero aumenta la sensibilidad de las células ante el estimulo apoptotico, sin embargo, si
forma heterodimeros con proteinas antiapoptoticas, actua protegiendo a la célula de la apoptosis.
Por otro lado bad puede formar heterodimeros con las moléculas antiapoptoéticas, permitiendo al
bax aumentar su funcién proapoptética®™’. Se ha establecido que los dominios BH1, BH2, y BH3
ejercen una fuerte influencia en la formaciéon de homo o heterodimeros. Para la actividad
proapoptoética, la formacion de heterodimeros es esencial en el grupo de dominio BH3 que actiian
a traves de ligandos®®®, pero no para el grupo Mtd ya que esas tienen un impacto citotoxico
independiente dafiando las organelas directamente. Incluso ante la presencia de inhibidores de
caspasas, las proteinas bax o bax-like conducen a la muerte celular, por permeabilidad

. . ., 289 1.
mitocondrial formando canales i6nicos en su membrana™ (Figura 4).

78



Figura 4: Consecuencias de las reacciones de homo- v heterodimerizacion de las proteinas

de la familia Bcl-2. El dimero Bax/Bax provoca la apoptosis, mientras que los heterodimeros

Bcl-x;/Bax y Bel-2/Bax protegen a la célula de la apoptosis. La proteina Bad aparece para anular
la actividad antiapoptotica de Bcl-xp y Bcl-2, uniéndose a ellas y desplazandolas del Bax, lo que

permite un aumento del homodimero Bax/Bax.

Bcl-2 y bax forman dimeros en la regulacion de la apoptosis.
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1.7 b.2) Gen c-myc

El gen c-myc es un elemento importante en el control de la proliferacion celular. La
sobrexpresion de c-myc puede inducir bien proliferacion o bien apoptosis®, y la decision celular
entre esas dos respuestas esta determinada por otras sefiales tales como la presencia de factores de
crecimiento u otros estimulos de supervivencia como el bel-2 ' 2. Por tanto , el efecto de c-
myc, como el de p53, esta en funcién del tipo celular y de estimulos especificos y no es necesario

para todas las formas de apoptosis™- (Figura 5).
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Figura 5: C-myc v apoptosis. [os estimulos mitdégenos hacia myc activan tanto el crecimiento

celular como la apoptosis, pero esta Ultima estd regulada por la disponibilidad de los factores

anti-apoptoticos como el bcl-2.
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1.7 b.3) Gen de supresor tumoral p53

P53 es un regulador fundamental en el normal crecimiento y la homeostasis de células y
tejidos®*. El gen p53 fue identificado y descrito, por primera vez, en 1979, en las células
transformadas por el virus SV40, formando un complejo con el antigeno T, el producto proteico
de dicho virus. Dado que dicho antigeno es necesario para mantener el fenotipo transformado, se
sugirid que esta interaccion era importante para la transformacion y por ello, inicialmente se

. . . 295
pensé que pertenecia a los oncogenes y actuaba como acelerador del ciclo celular

. Diez afios
mas tarde, se mostro que todos los clones obtenidos eran formas mutantes de p53 y se planted
que este fuera un gen supresor tumoral que regularia el ciclo celular. Esta hipdtesis se reforzo al
evidenciarse que la expresion de clones de p53 sano suprimia la transformacion de células en
cultivo activadas por oncogenes, el crecimiento de células en cultivo y el potencial tumorogénico
de células en animales. Por ello, y por el hecho de la frecuente deleccion de la zona del gen en

varios tumores, se llego a la conclusion de que p53 era efectivamente un gen supresor tumoral.

r 29
No obstante puede comportarse como un oncogén en algunas formas mutantes™°.
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1-El gen p53 v su proteina

Se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17 p13), esta constituido por 11 exones

dentro de un dominio cromosémico de 20 kb. En condiciones normales actua como “guardian

297

del genoma” previniendo la proliferacion de células que presenten un DNA dafiado™'. Esta

funcion es realizada por la proteina p53 normal (“wild type”) que recibe ese nombre por ser una
fosfoproteina nuclear de 53 Kda, constituida por 393 aminoacidos . Contiene tres dominios, con
diferentes funciones. La region N-terminal principalmente controla la transactivacion

transcripcional, mientras que la region carboxi-terminal controla la oligomerizacion, modulando

298,299
AZ®

la unidn de los tetrameros al DN . La mutacion a este nivel puede trasladar la localizacion

3% Ademés, dentro de la region C-terminal, existe otra

de la proteina del nucleo al citoplasma

zona adicional que regula el cambio de la forma latente a la forma activa de la proteina, para la
. . . 301 - . e

unién con secuencias especificas” . Por ultimo, el dominio central es la region por la que se une

la proteina como tetramero, a la secuencias dianas de los genes en el DNA. Esta zona estd muy

conservada entre las especies y, es donde se encuentran la mayoria de las mutaciones en tumores

302

humanos™ (Figura 6). Dichas mutaciones interfieren con el plegamiento tridimensional de la

proteina y por lo tanto, con la interaccion en el DNA, evitando asi la activacion transcripcional de

303
los genes “downstream™”".
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Figura 6: Estructura de la proteina p53. Es una fosfoproteina constituida por 393 aminoacidos

distribuidos en 11 exones, el primero no codificante. El dominio central hidrofobico es el que se
une como tetramero al DNA dafiado. La region N-terminal principalmente controla la
transactivacion transcripcional, mientras que la region carboxi-terminal controla la

oligomerizacion, modulando la union de los tetrdmeros al DNA.

N-terminal Dominio-central C-terminal
1-25 26-32 33-125 126-187 188-224 | 225-261 ‘ ‘ 367-393
Exones: 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

2- Activacion v funcidén

La proteina p53 intracelular se determina, principalmente, por la cantidad de proteina
que se degrada, mas que por el exceso de formacion de la misma. La degradacion es un proceso
proteolitico ATP-dependiente, mediado por ubiquitina®”, y la proteina MDM-2 (Murine double
minute) que estimula el proceso de unién entre esta y el extremo carboxi-terminal de la p53 *%.
El oncogen MDM2, codifica una proteina de 90 kD que forma un complejo estable con p53,
inhibiendo su unién secuencia-especifica al ADN>*. Por ello, la sobreexpresion de MDM2 inhibe
la capacidad de p53 para estimular la expresion de determinados genes dianas importantes en su
funcion como supresor tumoral®”” .

Estudios recientes, han confirmado la existencia de, al menos, tres mecanismos

independientes que activen a la proteina p53°*® (Figura 7):
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La primera via se produce por dafio en el DNA, como el causado por radiacion ionizante.
Este dafio es captado por las proteinas reguladoras (de “checkpoint”) que retrasan el progreso del
ciclo celular, hasta que el dafio no es reparado. Estas enzimas protein-quinasas estan
representadas por la ATM (por encontrarse mutada en la ataxia telangiectasia), la cual es
estimulada por roturas en la doble cadena, ChK1, ChK2 y la protein-quinasa DNA-dependiente y
ejercen su funcion fosforilando la p53 a los sitios amino-terminal que estan cerca de los sitios de
unién de las proteinas MDM-2, permitiendo la estabilizacion de la p53°®.

La segunda via se lleva a cabo por sefiales de crecimiento aberrantes, como las producidas
por la expresion de oncogenes como Ras o Myc, en ausencia de dafio de DNA. Estos oncogenes
estimulan la transcripcion del gen p14arr, 0 la estabilizacion de la proteina p14arr, que ,a su vez, se
une a la MDM-2 inhibiendo su funcion.

La ultima ruta es inducida por multiples farmacos quimioterapicos, luz ultravioleta e
inhibidores de la protein-quinasa, y se caracteriza por estar involucrada la proteina ATR (Proteina
relacionada con ataxia-telangiectasia) y casein-quinasa II.

Las tres vias actian inhibiendo la degradacion de la proteina p53, es decir estabilizandola
a altas concentraciones, aumentando su actividad transcripcional dramaticamente. Esto hace que
la p53 ejerza su funcion en los sitios de unidén en el DNA dafado, como un tetramero, que

. ., ~ S 1
estimula la expresion de los genes adyacentes, con el fin de reparar el dafio genomico'”.
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Figura 7: Mecanismo de activacion de la p53. Mediante estimulos enzimaticos se modifica

los niveles de MDM 2 activo y ,en consecuencia, aumentan los niveles de la proteina p53

activada.
Daiio de Quimioterapia, luz UVA, Oncogenes:
DNA inhibidores de protein quinasa... Ras o Myc
Proteias de vigilancia: ATM Proteina ATR.
Quinasas DNA-dependientes Casein quinasa I1 Proteina p14arr

v v v

Se une a MDM-2 inhibiendo la
Fosforilan p53 en N-terminal, evitando la union A MDM-2 degradacion del p53

Estabilizacion de p53 a altas concentraciones para que
ejerza su funcion en los sitios de union

3- Mecanismo de accidén

Se han identificado multiples genes que son controlados directamente por la p53, y han

sido clasificados en cuatro categorias (Figura 8).

Genes involucrados en la inhibicion del ciclo celular : La proteina p53 se une a
secuencias especificas del DNA inhibiendo la transcripcion de genes reguladores del ciclo
celular. Estos ejercen un control negativo paralizando el ciclo celular en G1 y bloqueando la

entrada en fase S, que es donde se sintetiza el DNA*''. Uno de estos genes el p21 (WAF 1/ CIP
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1), codifica un potente inhibidor de quinasas dependientes de ciclina (CDKs), que junto con
otras proteinas ciclinas responsable de la inactivacion de la proteina Rb durante las fases G1 y

G2 del ciclo celular’'?

. Otra proteina involucrada en el control del ciclo es GADD45 (growth
arrest DNA damage) la cual también se une al PCNA®".

Por otro lado, en células epiteliales p53 estimula la expresion de la proteina 14-3-3 |, la
cual secuestra la ciclina B1- complejo CDKI fuera del nucleo y por lo tanto, mantiene el bloqueo
en la fase G2. Se ha visto que la inhibicion de esta proteina hace que las células humanas
epiteliales crezcan indefinidamente en cultivo; esta inmortalidad puede ser la llave para

. . , 314 . ., . .
diferenciar células tumorales de las normales” ~. Con esta interrupcion del ciclo, se permite a los

mecanismos reparadores celulares actuar antes de la replicacion de ADN.

Apoptosis: La proteina pS3 no es necesaria para todas las formas de apoptosis, pero
ejerce un efecto crucial en la induccion de la apoptosis que se produce en respuesta al dafo de
ADN. Si el dafo es extenso e irreparable, entonces, la p53 activa los mecanismos de apoptosis,
como mecanismo de defensa, para proteger la propagacion y proliferacion de células que han
sufrido la mutacién®". La transcripcion del gen bax es activada directamente por sitios de union
de la p53 en la regién de regulacion’'®. Recientemente, se ha descubierto que los genes NOXA y
P53AIP1 también son activados directamente por la p53, y que al igual que bax , expresan sus
proteinas a nivel mitocondrial teniendo una accién inductora de la apoptosis®'’. Otros mediadores
de la apoptosis inducida por p53 incluye proteinas similares a los receptores de apoptosis, TNF y
Fas como recientemente, se ha descubierto la PIDD’'®. La p53 puede, tambien, actuar
directamente sobre la mitocondria produciendo un exceso de toxicos con potencial redox, sin

inducir la translocacion de bax .
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Estabilidad genémica: La inactivacion de los genes de reparacion produce inestabilidad
genomica. La proteina p53 desempefia un papel clave para compensar dicho efecto regulando la
expresion de genes implicados en los mecanismos de reparacion y recombinacion’”. P53
controla tambien la induccién de genes como el de la ribonucleoétido reductasa (RNR), implicada
en las respuestas celulares a dafio en el DNA. RNR cataliza la sintesis de desoxiribonucle6tidos
trifosfato (ANTPs) requeridos para el metabolismo del DNA’’. El enzima es citosolica,
produciendo dNTPs que penetran en el nucleo para la sintesis de DNA.

Recientemente se ha identificado el gen pS3R2, mutado en una serie de tumores de colon,
que regula una subunidad de la RNR. Tanaka y cols. han demostrado que las células que no

producen p53R2 son mas sensibles a la muerte por agentes que dafian el DNA**".

Inhibicion de la angiogénesis: La p53 normal estimula la expresion de genes que
previenen la formacion de nuevos vasos, que e€s un paso critico y precoz en el desarrollo de los
tumores primarios>-. Se ha visto que la pérdida de funcion de p53 resulta en una disminucién de

la expresion de trombospondina (la cual es una poderosa inhibidora de angiogénesis).
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Figura 8: Activacion de genes diana mediante la proteina p53.

Muchos de estos genes estan involucrados en la prevencion del desarrollo de tumores, como los
inhibidores de la progresion del ciclo celular, o del desarrollo de nuevos vasos sanguineos, asi

como los que favorecen la apoptosis.

P53
P21 Bax Genes de Trombospondina
GADD45 Fas reparacion/ Maspina
14-3-3s PIDD recombinacion BAI-1

Reprimo NOXA
P53AIPI1

Parada de Apoptosis Estabilidad Inhibicién de

ciclo celular gendémica angiogénesis

4- Mutacién

El gen p53 parece tener una funcion pivote en la carcinogénesis humana, ya que se
encuentra mutado en mas del 50 % de los tumores ***. La inactivacion de p53 puede ocurrir a
traves de varios mecanismos, incluido la pérdida de alelos, delecciones, inserciones o mutaciones
puntuales, la mayoria de las cuales, responden a una sustitucion de una base en la secuencia
codificante de p53 que, cambia un aminoacido en el dominio central produciendo un cambio
conformacional y de estabilizacion de la proteina traslocada. Aunque la presencia de un alelo
aberrante puede ser suficiente para comprometer la funcion de supresor tumoral, la pérdida de

dicha funcién ocurre normalmente por la pérdida completa de uno de los alelos del gen,
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resultado de una deleccién cromosdmica, en combinaciéon con una mutacion puntual sin sentido
del otro alelo ***. El polimorfismo maés frecuentemente encontrado en las neoplasias humanas se
localiza en el codén 72 y resulta de una sustitucion entre la prolina y la arginina *%.

Sin embargo, los tumores pueden tener diferentes patrones de cambios de bases en el
DNA dependiendo si los cambios gendmicos ocurren espontaneamente, o bien por carcindgenos
exodgenos. Por ejemplo, en los tumores de piel, los rayos rayos ultravioletas producen la
sustitucion de bases CC por TT **°. En tumores sélidos , los cambios de DNA son espontaneos
en su mayoria, observandose mutaciones de C a T en los nucledtidos 5-meCpG, asociando
hidrélisis de grupos amino en 5-metil citosina produciendo timidina®*’. Esto produce un cambio
en el codigo genético por sustitucion de citosina: guanina a Timina: Adenina. El resultado de esa
mutacion es la sintesis de una proteina con cambios en su conformacién, una vida media maés
prolongada y una funcion alterada en el crecimiento celular.

Asimismo, la inactivacion del gen puede producirse porque la proteina transcrita es
silenciada por formaciones complejas, bien por interaccion con productos viricos, como el
antigeno T SV40, la proteina adenovirus Elb o la proteina E6 del HPV de alto riesgo, o por
interaccién con otras proteinas celulares como MDM2 (murine double minute 2)***’, como se
comento anteriormente. De cualquier modo la inactivacion de p53 conduce a una reduccion en
los niveles de p21/warF 1, a la fosforilacion del producto genético del retinoblastoma (rb) y a la

progresion de G1 a la fase S del ciclo celular®®.
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1.7 ¢) Mecanismos moleculares durante la apoptosis

El niimero de células del organismo esta estrictamente controlado. En términos cinéticos,
dicho numero depende del balance entre la proliferacion celular y las pérdidas celulares,
fundamentalmente, por muerte, emigracion y diferenciacion 330,

Desde un punto de vista molecular podemos considerar 3 fases dentro de la apoptosis:

a) iniciacion b) ejecucion y c¢) degradacion celular. Las dos primeras pueden ser reversibles

gracias a mecanismos bloqueadores o reguladores

1.7 ¢.1) Iniciacion:

Aunque los mecanismos de activaciéon que conducen el inicio de la muerte celular
programada no son del todo conocidas, existen multiples factores inductores de la apoptosis,
algunos de ellos relacionados con la alteracion de las condiciones ambientales como: la pérdida
de factores troficos o de crecimiento, aumento de iones de calcio, radicales libres, virus ,
radiaciones (gamma, UV), quimioterapia u otros farmacos, pudiendo utilizar cada factor una o
varias de las vias de induccion de apoptosis, que se describen a continuacion.

. ., . g 331
1-Activacidn de receptores especializados de la membrana celular’”".

Se lleva a cabo en elementos del sistema inmune, en el que la propia célula activa
directamente su destruccion. Es la denominada apoptosis “instructiva”, mediada por receptores
de superficie y provocada por secrecion ligandos apoptodticos. Los receptores que median la
apoptosis pertenecen a la gran familia de receptores de Factor de Necrosis Tumoral (TNF)*,
que se caracterizan por poseer la porcion N-terminal de la proteina hacia el exterior y dominios

de unidn a ligandos ricos en cisteina . La region C-terminal se situa en el citoplasma y contiene
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una secuencia de 60 a 70 residuos denominada *“ dominio muerte “, a la que se unen moléculas
especificas y actiian a modo de segundos mensajeros de la sefial apoptotica (Figura 9).
Los receptores apoptdticos mejor caracterizados son:

CD 95 (Fas o Apo 1) **, es una proteina de transmembrana cuya porcion intracelular
puede trimerizarse y transducir la sefial apoptdtica, y cuyo ligando activador es el ligando CD45L
o FasL. Una vez activado el Fas se une al FADD/MORT]1 (Fas-associating protein with death
domain), que a su vez se une al FLASH, que atrae a varias moléculas de procaspasas 8 y que
inicia la cascada ejecutora de la apoptosis mediante la activacion de otras caspasas;

TNFR1 (p55 0 CD120a) *** cuyo ligando es el TNF y linfotoxina a. El TNFR 1 se une al
TRADD (TNF receptor-associated death domain) que puede utilizar la via del FADD u otra via
especifica de TRADD, poco conocida, a traves del RAIDD que promueve la agregacion de la
procaspasas 2 e inicia la apoptosis.;

DR3 (Death Receptor 3, Apo3, TRAMP, LARD o WSL-1)** cuyo ligando es el Apo
3L o TWEAK. El receptor DR3, tiene como cofactor el RIP (Receptor interaction protein), que
puede agrupar moléculas de procaspasas 1;

DR4 y DR5 (Apo2, TRAIL-R2, TRICK 2) ***comparten el mismo ligando Apo 2L o
TRAIL (TNF-related apoptosis induced ligand).

CAR 1 cuyo ligando permanece desconocido.
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Figura 9: Apoptosis mediada por los receptores de membrana. Las células efectoras del

sistema inmune presentan el ligando de manera conformacional, permitiendo su union al receptor

de membrana de la célula diana, activando, de esa manera, la cascada apoptética intracelular.

C.efectora

C.efectora

C.efectora

C.efectora

FasL H

-~

NFRI1 DR3 DR4/DR5
CD95 (Fas)
FADD/MORT1
e TRADD RIP TRAIL
Procaspasa-8 Procaspasa-2 Procaspasa-1
CASCADA EJECUTORA
DE LA APOPTOSIS

2- Alteracién mitocondrial®*’:

Existe otra via de activacion que tiene a la mitocondria como elemento central en el
proceso.
Las proteinas inhibidoras de apoptosis mas representativas son la bcl-2 y la bel-x1, y ejercen la
proteccion sobre las membranas mitocondriales  previniendo la tumefaccion osmoética,

translocando las proteinas proapoptoticas a la membrana mitocondrial interna e impidiendo la
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formacion de poros PTP mitocondriales (permeability transition pore) a través de varios
mecanismos™

a) formando dimeros con otras proteinas homologas anti-apoptoticas o pro-apoptosis;

b) uniéndose a proteinas no homologas como la Apaf-1y la calcineurina;

¢) formando poros idnicos mitocondriales pequeios y protectores que regulan el

equilibrio i6nico mitocondrial.

Muchas de las proteinas de la familia bcl-2 residen en la membrana mitocondrial externa
orientada hacia el citosol y ancladas por una cadena de aminoéacidos hidrofobicos en su extremo
COOH-terminal. Se propone que bcl-2 y bel-x1 comunican funcionalmente con proteinas de la
membrana interna, que gobiernan el transporte i6nico. También regulan el PH del espacio
intermembrana, produciendo un aumento de salida de protones desde la mitocondria.

Durante la apoptosis se produce, a nivel mitocondrial, la apertura de canales no selectivos
PTP (Permeability Transition Pore), alterandose el equilibrio de iones entre la matriz
mitocondrial y el espacio entre sus membranas internas y externas, y produciéndose la pérdida
de el potencial transmembrana. Estos fenomenos descompensan la cadena respiratoria creando
una hiperosmolaridad de la matriz, lo que hace que se expanda y se hinche. La membrana
mitocondrial interna se adapta a la expansion disminuyendo sus repliegues, pero la externa acaba
rompiéndose y liberando hacia el citosol proteinas activadoras de las caspasas como el citocromo
¢, 0 el Smac (Second mitochondria-derived activator of caspasas)/ DIABLO (Direct IAP-Binding
protein with Low pI) localizadas en el espacio intermembrana®™.

Sin embargo, se ha visto que en algunas células , durante la apoptosis, no se altera la
morfologia mitocondrial. Se hipotetiza que algunas proteinas pro-apoptoticas, como el bax, al ser

activadas por un estimulo apoptético, (mediante p53), se translocaria a la membrana externa de la
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mitocondria reclutando proteinas de la membrana externa mitocondrial regulando la actividad de
los canales VDAC (voltaje-dependent anion chanel). Estos canales normalmente estan implicados
en el intercambio ATP/ADP , pero en estas condiciones facilitarian la liberacion de citocromo-c
y Smac /DIABLO al citoplasma sin alteracion de la estructura mitocondrial®>*’.

El citocromo c (citosolico) en unidon con un cofactor especifico conocido como Apaf-1
(Apoptotic proteasa activating factor-1) y la procaspasa-9 forma parte de un complejo llamado
apoptosoma. Dicho complejo es el que provoca la activacion de la caspasa 9, que, a su vez,
activara una cascada que producira la ejecucion bioquimica de la célula. Smac /DIABLO ademas

de actuar activando las caspasas se une a la familia de las proteinas inhibidoras de la apoptosis

(IAP) inhibiendo su actividad anti-apoptética®*' (Figura 10).
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Figura 10: Via de activacién mitocondrial. Los efectos antagénicos de los miembros de la

familia anti-apoptoética Bel-2 y de los pro-apoptéticos Bax regulan la liberacién mitocondrial de
los co-factores apoptoticos citocromo-c y el Smac/DIABLO. El citocromo-c se adapta a la
molécula de Apaf-1 citoplasmatica que, a su vez, recluta y oligomeriza a la procaspasa—9
activandola , iniciandose asi la cascada apoptodtica. El co-factor Smac / DIABLO activa la

caspasa 9, pero ademas se une a IAP inhibiendo su actividad anti-apoptotica.

MITOCONDRIA
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3-Pérdida del contacto intercelular o del anclaje con la matriz extracelular:

Una de las sefiales reguladoras més importantes para la muerte celular procede de la
conexion con células vecinas (integridad de las uniones intercelulares tipo desmosomas y
cadherinas) o con la matriz extracelular (uniones tipo integrina) **;muchas de las integrinas
reconocen a los grupos RDG (arginina-glicina-aspartato), que pueden iniciar la apoptosis por una
via poco conocida. Se postula que si existen grupos RGD solubles en la matriz, pueden bloquear
la integrinas, haciéndo que la célula se suelte e inicie la apoptosis; tambien se ha sugerido que

. , . 4
estos grupos activarian directamente la procaspasa 3°*.

4-Alteracion del ADN>:

Cualquier dafio del ADN puede ser detectado por las proteinas p53 y ATM (gen de
mutacion ataxia-telangiectasia), actuando tanto favoreciendo la supervivencia celular como la

apoptosis por la via mitocondrial.

5-Via perforina-granzima B*®,

Es la utilizada por los linfocitos citotoxicos. La perforina produce canales en la membrana
celular por lo que la granzima B se introduce en el interior de la célula diana para activar

directamente la procaspasa 3.

6-Via esﬁngomielinasa346.

Diferentes estimulos como la radiacion gamma, activarian la esfingomielinasa, capaz de

degradar la esfingomielina hasta ceramida, que es uno de los inductores de la apoptosis.
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7-Otras vias.

Determinados factores pueden inducir la apoptosis a traves de la transcripcion de otros
genes. El aumento de iones de cat en el citosol puede actuar, a traves de la calcineurina, como
activador de la apoptosis, activando las caspasas y la endonucleasas, o pueden, activar la
transcripcion del gen que codifica por FasL. Igualmente, cuando faltan los factores de

.. . . ., . ., , . 4
crecimiento que anulan la via Akt (Activacion de factores de transcripcion provida)*®’.

1.7 ¢.2) Ejecucion:

Las caspasas juegan un doble papel en el desarrollo apoptdtico, tanto como mediadores de
sefiales, como efectores bioquimicos. Pertenecen a la familia de las cistein-proteasas y todas
ellas comparten similitudes en su estructura, secuencia de aminodcidos, y especificidad de
sustrato>*®. Se presentan como proenzimas (30-50KD) que contienen tres dominios: Un dominio
NH2-terminal, una subunidad grande (20KD) y otra pequefia (10KD). Las caspasas actuan
rompiendo proteinas dianas con residuos de &acido aspartico, en un entorno que reconocen
especificamente®® (Figura 11).

Pueden activarse, fundamentalmente, por dos mecanismos>":

*por agrupamiento de procaspasas mediadoras, en torno a cofactores que favorecen la
polimerizacion;

*proteolisis por otra caspasa, en el caso de las caspasas efectoras 3,6y 7.

La procaspasa 8 es la que se activa cuando se utiliza la induccién via Fas-FasL y requiere
la asociacion con el cofactor FADD (Fas-associated protein with death domain) a traves de DED

(Death effector domain). Mientras la procaspasa 9 se agruparia en torno al Apaf 1., a traves de
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CARD (Caspasa recruitment domain), activandose sélo cuando se utiliza la via mitocondrial,
necesitando, ademas, citocromo c y ATP®!,

Pueden actuar de manera indirecta, inactivando proteinas que protegen a la célula de la
muerte celular. En este punto es interesante resefiar el mecanismo que tiene la enzima
responsable de la fragmentacion tipica internucleosomal de DNA: CAD (caspase-activated
Dnase)’. Esta degradacién del material genético contituye un “punto sin retorno” en el proceso,
y estéd caracterizado por la especial forma de fragmentaciéon del ADN en presencia de organelas

funcionantes .

El mecanismo subyacente a la condensaciéon de la cromatina, observada
morfologicamente ,consiste en una segmentacion del ADN nuclear que se presenta en las
regiones de union entre los nucleosomas. El producto de dicha degradacion son fragmentos de

ADN con longitudes multiplos de 180-200 de pares de bases >>*

. Dichos fragmentos brindan un
patron en escalera tipico de las células apoptoticas mediante electroforesis en gel. Este patréon
contrasta con el caracter esmerilado difuso, de la rotura al azar del ADN ,que se produce en la
necrosis.

Dicha enzima estd presente en las células de forma constitucional e inactiva , como un
complejo unida a una subunidad inhibitoria , denominada ICAD. El mecanismo de activacion se
produce ante la presencia de caspasa-3 que se une a la subunidad inhibitoria (ICAD),
produciendo asi la liberacion y activacién de la subunidad catalitica®”.

También realizan su funcion directamente, alterando distintas estructuras celulares, como
por ejemplo por la destruccion de la ldmina nuclear o del citoesqueleto. La lamina nuclear es una
estructura rigida que se localiza por debajo de la membrana nuclear y que esta involucrada en la

organizacion de cromatina, contituida por polimeros de filamento intermedio Ilamado

laminina®®. Ante las caspasas, los filamentos intermedios se anclan por un solo sitio,
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produciendo el colapso de la ldmina nuclear lo que favorece la condensacion de cromatina. En el
caso del citoesqueleto, inactivan a proteinas que regulan la homeostasis como la fodrina y
gelsolina, que despolimerizan los filamentos de actina, los constituyentes fundamentales del
citoesqueleto, siendo clave en la rapida aparicion de los cambios morfologicos®’. Ademas
modifican la Quinasa de adhesion focal (FAK) y Quinasa 2 P21-activada (PAK2)*®, pudiendo
colaborar en los cambios estructurales de la membrana citoplasmatica.

En resumen, las caspasas participan en la apoptosis de una manera muy bien
organizada: cortan los contactos con las células circundantes , reorganizan el citoesqueleto,
entorpecen la replicacion y reparacion de DNA, interrumpe el “splicing”, destruye el DNA,
rompe la estructura nuclear,induce la liberacion de sefiales para la fagocitosis y desintegra la

célula en cuerpos apoptdticos.

98



Figurall. Ejecucion de la apoptosis: L.as caspasas.
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1.7 ¢.3) Degradacion celular:
Se han identificado algunas moléculas en la superficie de los macrofagos y células
apoptdticas como mediadores importantes en el proceso de reconocimiento y adhesion para la

. ., fes 359 . ;.
desintegracion de los cuerpos apoptoticos™ . Los receptores de las células macrofagicas se han
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clasificado en clase A, a los que pertenecen el receptor de macrosialina, ABC 1, receptor
vitronectina (avb3 integrin), y los de clase B, que incluye a los receptores CD14 y CD 36 *%.

Los cambios superficiales de la membrana celular y de los lipidos subyacentes que quedan
expuestos (fosfatidilserina y fosfolipidos) permiten que los cuerpos apoptoticos puedan ser
reconocidos por los receptores situados sobre los macréfagos. Estos receptores tienen la
habilidad de unirse a la molécula de trombospondina que ,a su vez, forma puente con la

fosfatidilserina (PS) e ICAM 3 (Intercellular adhesion molecule 3) de la célula apoptotica 361

(Figura 12).

Figura 12: Degradacion de la célula apoptética. Se conocen algunas moléculas localizadas en

la superficie de las células apoptoticas y en los macréfagos que intervienen en la interaccion vy,

por consiguiente, en la degradacion de la célula apoptotica.
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1.7 d) Mecanismos reguladores de la apoptosis

Existen procesos moduladores de la apoptosis que actiian a diferentes niveles:

1.7 d.1) Inactivacion de ligandos

Un nivel de regulacion consiste en la proteolisis o bloqueo de los ligandos de los
receptores de membrana, especificos de la apoptosis, a traves de algunos polipéptidos. Por
ejemplo la tirosin fosfatasa , unida al dominio citoplasmatico de Fas, atenua la muerte celular
mediada por Fas. Otro ejemplo tiene lugar con la proteina SODD (silencer of death domain) que
se une a uno de los dominio de TNFR1 y previene espontineamente la oligomerizacion del

receptor %,

1.7 d.2) Proteinas inhibidoras y favorecedoras de apoptosis
La familia de la proteina bcl-2 son capaces de formar heterodimeros y cuya relacion

dentro de la célula resulta en una estimulacion o inhibicidn de la apoptosis.

1.7 d.3) Activacion de factores de transcripcion anti-apoptéticos

Los factores de transcripcion son proteinas reguladoras que se unen a lugares especificos
del DNA y modulan la expresion de genes. Existen factores de transcripcion pro y anti-
apoptdticos que activan o reprimen la transcripcion de genes implicados en apoptosis. Por
ejemplo el factor de transcripcion p53, en respuesta a sefales apoptoticas, es capaz de activar la
transcripcion de mdm-2, Bax y p21 favoreciendo asi el proceso apoptotico.

Los factores de crecimiento evitan la apoptosis, ya que la activacion de sus receptores

activa a la quinasa Akt (dependiente de la quinasa serina-treonina) que, a su vez, fosforila la
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proteina pro-apoptotica Bad. El Bad fosforilado permanece inactivo en el citosol, ya que se
encuentra unido a las proteinas especificas 14-3-3 y no interfiere con las proteinas anti-
apoptoticas de la misma familia. La proteina Bak funciona de manera semejante®®.

Los receptores apoptdticos TNRF1 y 2 son capaces de activar factores transcripcionales
que favorecen la supervivencia celular, siendo el mas importante el NF-kB. El dominio citosolico
del receptor TNRF activado se une a una familia de proteinas citosolicas que activan al gen NF-
kB que favorece, a su vez, la produccion de moléculas anti-apoptéticas inhibiendo la activacion
de la procaspasa 9. Sin embargo otros receptores ,como el Fas, carecen de esta funcion de
supervivencia®®.

Las proteinas myc y ras tienen también un papel en la apoptosis y exiben esa dualidad
supervivencia-apoptosis. Myc normalmente favorece la proliferacion celular. Sin embargo, en
condiciones de ausencia de factores de crecimiento, oxigeno o ciertos factores citotoxicos, se
propone que myc secuestraria un hipotético factor pro-apoptdtico conocido como Saf (supresor of
apoptosis by Fas), lo que permitiria que se favoreciera la apoptosis’”. Ademas, es capaz de
inducir la activacion de genes que sobreexpresen FasL y FasE, incluso activar la via apoptdtica
de la p53°%. Por otro lado, la induccion de la apoptosis por ras es independiente de p53 y se

produce mediante la activacion de factores de transcripcion especificos (c-jun) que pueden ser

suprimidos, a su vez, por la activaciéon del NF-kB>*®’.

1.7 d.4) Inhibicion de las caspasas

La regulacion de las caspasas es un mecanismo sofisticado y complejo. Se propone que

esta inhibicion existe a varios niveles (Figura 13):
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Un mecanismo especifico de varias caspasas es la regulacion de los niveles de
procaspasas. Se conoce un factor de trancripcion (factor Stat 1) que regula la expresion de las
procaspasas 1,2 y 3, observandose en las células que carecen de este factor, una disminucion de
las mismas, y de la respuesta apoptética ante ciertos estimulos’®®.

La existencia de proteinas inhibidora de caspasas (IAP), juegan un papel muy importante
en su regulacion. Dichas moléculas se identificaron primero en los baculovirus y tienen dos
dominios importantes: el BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis repeat) y el RING Zn finger,
implicados en la interaccion con ADN. La cIAP 1 y 2 (cuya expresion es regulada por la
transcripcion del factor NFkB), inhiben la activacion de la procaspasa 9. Ademas, la XIAP y la
survivina inhiben la activacion de procaspasas 3, 7y 9 . La survivina so6lo tiene un dominio BIR,
y actuan inhibiendo la caspasa 3 directamente. Se expresa fisiologicamente en tejidos
embrionarios, placenta, timo, estabilizando los microtibulos del huso mitético y con mayor

intensidad en tumores sélidos y linfomas®®.
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Figura 13: Mecanismos reguladores de las caspasas. El factor de transcripcion Stat-1, las

proteinas inhiboras de la apoptosis (IAP) 1y 2 y las proteinas XIAP y survivina inhiben la

activacion de las caspasas a diferentes niveles.
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1.7 ¢) Mecanismos amplificadores de la apoptosis

Ademas, existen una serie de mecanismos que afectan a células vecinas de la célula
apoptotica, produciendo asi una amplificacion y transmision local de la apoptosis.

Esta amplificacion local y la propagacion del estimulo apoptoético a las células vecinas
puede producirse por la via de la quinasa Akt. Si faltan factores de crecimiento deja de funcionar
la citada via y el factor FKHR-1 sin fosforilar ,que tienen un dominio caracteristico de union al
ADN, se transloca al nucleo, activando la transcripcion de factores proapoptoéticos como Bax,

TNF y FasL*™.
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Otra via es la producida mediante la proteina proapototica Bid, que actua creando un
circuito amplificador entre la via Fas y la mitocondrial. La activacion de la procaspasa 8 transloca
Bid hasta la mitocondria, donde libera el coctel de factores letales como el citocromo ¢, que

amplifica la sefial apoptdtica utilizando la via mitocondrial®”.

1.7 1) Significado fisiologico v patologico

La apoptosis es responsable de numerosos acontecimientos fisioldgicos y patologicos
incluyendo los siguientes:
1. Destruccion programada de las células durante la embriogénesis, desde la implantacion
pasando por la organogénesis e involucion del desarrollo, hasta la metamorfosis. Los espacios
interdigitales, los 6rganos huecos, y la muerte del epitelio redundante en la fisura palatina, son
algunos ejemplos de la actuacion de la apoptosis durante el desarrollo *’?
2. Involuciéon hormonodependiente en el adulto, como la destruccion de células endometriales

1’7 | la atresia folicular y regresion del cuerpo luteo del ovario®”* y la

durante el ciclo menstrua
regresion de la mama tras la lactancia®” .

3. Delecion celular en la proliferacion de poblaciones celulares, como por ejemplo el epitelio de
la cripta intestinal >’ o células de la epidermis.

4. Muerte de las células inmunitarias, tanto linfocitos T como B tras la deplecion de citocinas 377
ademas de la delecion de células T autorreactivas en el desarrollo del timo.

5. Muerte celular inducida por células T citotoxicas, como en la reaccion inmunitaria celular y en
la enfermedad injerto contra huésped *’.

6. Lesion celular en enfermedades virales, como las hepatitis viricas, en la que los fragmentos

celulares apoptéticos del higado se conocen como cuerpos de Councilman *”°
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7. Atrofia patologica de tejidos hormonodependientes, como la atrofia prostatica después de la
castracion ** y la pérdida de linfocitos en el timo tras la administracion de glucocorticoides™".

8. Atrofia patoldgica de los o6rganos parenquimatosos tras la obstruccion de conductos, como en
el pancreas ***, rifion ***, o glandulas salivares.

9. Muerte celular por estimulos nocivos que son capaces de producir necrosis, pero cuando se
administran a dosis bajas inducen apoptosis. Entre estos estimulos se incluye, lesion térmica leve,
radiacion, farmacos citotoxicos *** y la hipoxia **.

10. Muerte celular en tumores, con mas frecuencia durante la regresion, pero también en tumores

con crecimiento celular activo>*® 3%’

1.7 ) Apoptosis v cancer

Segun la hipotesis de Nowell**®

, el desarrollo del cancer se produce por una sucesion de
eventos genéticos que conducen a una inestabilidad genética y una pérdida progresiva de la
regulacion del crecimiento celular. Los modelos experimentales sugieren que el crecimiento
tumoral estd determinado por, al menos, tres factores principales: a) la duracion del ciclo celular;
b) el porcentaje de células proliferantes y ¢) el porcentaje de pérdida celular’™.

Ademas hay una amplia relacion entre la proliferacion y la apoptosis. Se ha visto que los
tumores con un crecimiento mas acelerado suelen tener mas apoptosis. El indice de renovacion
(mitosis - apoptosis en 10 campos de gran aumento) parece util en el analisis de los linfomas vy,
en relaciéon con factores prondsticos en algunos tumores solidos como el carcinoma de
pr(')sta‘[a3 .

La carcinogénesis es un proceso en el que una serie de cambios secuenciales en el

genotipo celular transforman una célula normal en tumoral Unica. La acumulacion de mutaciones
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en varios genes que controlen el crecimiento y la supervivencia celular contribuyen de manera
importante en la transformacion. Entre estos procesos se incluye la apoptosis. Mutaciones que
inactiven la via proapoptotica favorecerian la progresion tumoral. En condiciones normales,
cuando la mutacion es irreparable la célula afectada entra en un programa de apoptosis. Pero si la
célula escapa del control de la regulacion fisioldgica de la apoptosis se producird una division
incontrolada que terminara produciendo crecimiento tumoral y metastasis™ .

Durante dicha transformacion celular tiene lugar la aparicion y el crecimiento de una
poblacion celular premaligna, creyéndose que ocurre sobre el curso de tres etapas: iniciacion,
promocion y progresion **2. En estudios experimentales in vitro de hepatocarcinogénesis se ha
visto una alta actividad apoptdtica en focos de células preneoplasicas. Por otro lado, el cese del
tratamiento promotor de la tumoracion, aumentaba también la actividad apoptdtica, que era
particularmente pronunciada en focos de remodelacion **°. Por lo tanto, se cree que un aumento
de la apoptosis podria jugar un papel en la eliminacion de células preneoplasicas. Otro dato que
favorece esta hipotesis es que los promotores tumorales, como el 12-O-Tetradecanoil forbol 13
acetato (T.P.A), pueden inhibir la apoptosis en lesiones preneoplasicas permitiendo la evolucion
de la tumorogenésis >**. Por ello, se podria describir el cancer, como una enfermedad en la que no
solo interfiere una excesiva proliferacion de células, sino también, la disminucion de la capacidad
de las mismas para morir y que los genes que regulan la apoptosis (familia bcl-2 o Apo-1 (Fas))
son tan importantes en la patogénesis molecular y genética de la neoplasia, como los oncogenes
(c-myc, Ha ras, ABL) y los genes de supresién tumoral (p53)*”.

La muerte celular espontdnea es una propiedad inherente a las neoplasias malignas en la
que la reduccion de masa tumoral se produce por necrosis o por apoptosis. La apoptosis ha sido

396, 397

estudiada en varios tipos de tumores experimentalmente , y también en tumores humanos.
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Stauton mostrd que el indice apoptotico en los diferentes tipos de tumores humanos tenia una
variabilidad mucho mayor que la mostrada en los estudios experimentales, en la que dicho indice
era relativamente pequefio y se mantenia en un estrecho y constante margen *°°. Ello sugiere,
entre otras propiedades, que los diferentes tipos de tumores difieren en su inherente
susceptibilidad genética hacia la apoptosis.

En todas las neoplasias, las células tumorales tienen la capacidad de entrar en un
programa de apoptosis, presumiblemente después de ser activado el mecanismo de disparo.
Existen diferentes modalidades de induccidon de la apoptosis, y por ello, la respuesta final varia
con el tipo celular y con otras sefiales extracelulares **°. El estudio de la extension de la apoptosis
en los diferentes tumores es una medida util para entender la cinética de las células tumorales y el
comportamiento bioldgico de las mismas.

La apoptosis en los tumores puede estar regulada por los mecanismos de autocontrol

: .. 400, 401
propios de los tejidos normales % *°

, 0 perder dicha regulacion siendo, entonces, inducida por

diversos factores presentes en las neoplasias como la isquemia leve, el estrés oxidativo, la

citotoxicidad linfocitaria, los factores de necrosis tumoral, las interacciones o disrupciones entre

las células epiteliales y la matriz, la radioterapia, las drogas citotdxicas, o por la expresion de
402, 403

nuevos oncogenes .Es de sefialar que la extension de la apoptosis, medida en indice

apoptoético, en los diferentes tumores no indica el mecanismo de su induccion y desarrollo .

1.7 g.1) Bcl-2 y cancer

Con el descubrimiento de la funcion antiapoptética del bcel-2, la apoptosis empezo a
considerarse como un paso central en el fendmeno de la tumorogénesis. El poder oncogénico de

la translocacion de bcl-2 encontrada en algunas neoplasias linfoides, fue verificada en ratones
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transgénicos. Ademas, en estos, se encontr6 con frecuencia tranlocaciones en myc, lo que
también favorecia la progresion a linfoma folicular. La sinergia entre myc y bcl-2 en
tumorogénesis puede reflejar la habilidad de cada gen para atacar el poder anti-oncogénico del
otro: La sobreexpresion de Myc provoca tanto la apoptosis como la proliferacion celular,
mientras que el bel-2 estimula la salida del ciclo celular, asi como la supervivencia celular™®.

Todos los genes de la familia bcl-2 con funcion anti-apoptotica tienen potencial
oncogénico, y algunas mutaciones probablemente, incrementen su expresion indirectamente. En
células hematopoyéticas, oncoproteinas tales como Myb, Ras, y AMLI-ETO inducen la
expresion de bel-2*. Para tumores solidos, en general, la correlacion entre la expresion de bel-2
y un mejor prondstico, es la regla, con la excepciéon de los adenocarcinoma de prostata®®. Por
otro lado, las células tumorales que expresen bcl-2 pueden sobrevivir a altas dosis de agentes
quimioterapicos, a pesar de tener un dafio genético significativo. De hecho se ha demostrado que
estas drogas pueden inducir una parada del ciclo celular cuando el bcl-2 se sobreexpresa, pero sin
llegar a producir la muerte celular o haciéndolo muy lentamente, por lo que el bcl-2 puede
convertir una droga citotoxica en citostatica®”’.

Los miembros pro-apoptdticos actuan como supresores tumorales. Bax es mutado en
neoplasias gastrointestinales y algunas leucemias. Ademas su expresion es activada en algunos
tipos de células por p53 provocando la apoptosis por via mitocondrial*®. En un modelo
transgénico de tumores de plexos coroideos, asi como en fibroblastos, la pérdida de bax reducia
la apoptosis y aumentaba la tumorogenicidad. Este fendmeno so6lo se observé en la mitad de los
casos con pérdida de funciéon de p53, por lo que se deduce que bax no es el unico gen

409
37

responsable de la apoptosis via p5 Una baja expresion de bax en las células tumorales de
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mama se ha relacionado con un peor pronostico y mayor tendencia a la progresion de la

410
enfermedad™ " .

1.7 g.2) P53 y cancer

En las células normales, hay un balance entre el crecimiento, la diferenciacion y el control
celular. La muerte celular programada es , ademds, un mecanismo normal para el control de la
poblacion celular. Sin embargo, la falta de apoptosis no parece un Unico mecanismo para el
crecimiento y progresion tumoral, ya que el acimulo de células tumorales ocurrird también si
existe una proliferacion excesiva que compense a la pérdida celular por apoptosis. Esto explicaria
porque en la mayoria de los tumores se ha observado altos indices de mitosis junto con altos
indices de apoptosis*'".

P53 es el gen mutado mas comuin en canceres humanos, estando involucrado en el
desarrollo de al menos, el 50 % de los tumores. La mutacion en genes asociados con el ciclo
celular, conduce a la pérdida de guardianes del genoma, y a la progresion de células con DNA
dafiado. La pérdida de p53 conduce a la inestabilidad en el cariotipo, resultando en una
aneuploidia, con multiples amplificaciones y delecciones genéticas, tales como la pérdida de
heterocigocidad (LOH). Las mutaciones en tumores humanos se encuentran en conjuncion con la
pérdida del alelo “wild type”. La pérdida de la actividad normal de p53 se ve tanto en neoplasias
hereditarias, como en las esporadicas, y en ambas se ha identificado una pérdida del cromosoma
17p*'%. Los pacientes que padecen el raro sindrome de Li-Fraumeni, heredan mutaciones en el
pS3 de la linea germinal, y por consiguiente presentan una pérdida de alelo “wild type” lo que
conlleva el desarrollo de numerosos tumores ( en corteza adrenal,cerebro, mama, y también

sarcomas y leucemias). Estos pacientes tienen una probabilidad de desarrollar un tumor del 90 %
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a la edad de 70 anos. En los tumores, tanto en los hereditarios como en los somaticos, se tienen
que presentar , al menos, dos fenomenos genéticos en p53 para el desarrollo del cancer. Por un
lado, la pérdida de un alelo y por otro, la inactivaciéon del alelo restante, y asi no existiria ningun
tetrdmero de p53 “wild type”. Este fenomeno ocurre en muchos tumores como en vejiga,
cerebro, coldn, higado o pulmén. La p53 mutada produce una ventaja de crecimiento selectivo,
incluso ante la presencia de un alelo normal, ya que le permitird inactivarlo uniéndose a ¢€l, y
evitando sus interacciones celulares normales*".

Por otro lado, la mutacion de p53 ocurre precozmente en la secuencia neoplasica,
encontrandose en aquellos tumores expuestos cronicamente a carcindgenos externos o
inflamacion, tales como los carcinomas escamososo de la piel, cancer oral, y tumores sobre
esofago de Barret. Sin embargo, la pérdida total de p53 ocurre en la progresion tardia del
proceso; se encuentra en la interfase entre adenoma-carcinoma en tumores de colon esporadicos,
después de la activacion del oncogen Ki-ras y la pérdidad del gen supresor tumoral del cancer
colorectal (DCC)*™,

Para la deteccion molecular de cambios genéticos en el p53, se amplificara el DNA por
PCR. La técnica de secuenciacion directa da un conocimiento exacto de las mutaciones y
potencialmente puede identificar todos los sucesos cromosdmicos*"”. Los métodos indirectos se
basan en hacer un escrening de mutaciones entre los exones 5-8 que es la region conservada de la
molécula de p53. El SSCP (Non-Isotopic Single Strain Conformation Polymorphism) reconoce
variaciones de secuencia por la diferencia de propiedades migratorias de las cadenas simples de
DNA en gel de acrilamida no desnaturalizante*'°.

Las técnicas de inmunohistoquimia representan un método importante para la deteccion

de la proteina. Hasta el momento, se ha utilizado como un método indirecto para establecer la
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presencia de mutaciones en p53, ya que se habia establecido que las mutaciones puntuales en p53
conducia a una estabilizacion y acumulacion de la misma en las células tumorales. La proteina
p53 mutada tiene una vida media, relativamente, mas larga, alrededor de 12 horas, pero existen
algunas mutaciones que no inducen sobreexpresion de p53 (20 % de los casos en tumores
humanos). Por otro lado, la proteina p53 “wild type” es virtualmente indetectable en las células
normales, ya que su vida media es muy corta , alrededor de 20 minutos. Sin embargo, ante un
dafio de DNA los niveles de p53 wild type aumenta por estabilizacion postranscripcional, y son
estos niveles los que paran el ciclo celular o, en su caso, provocan apoptosis, siendo esta proteina
reconocida inmunohistoquimicamente, igualmente. Por ello, los anticuerpos monoclonales
utilizados en inmunohistoquimica, reconocen tanto la proteina “wild type” acumulada ante
situaciones de estres : hipoxia, inflamacién,0 exposiciones a agentes citotoxicos, como la
proteina mutada que se sobreexprese. De cualquier modo la detecciéon inmunohistoquimica en
células tumorales se basa en el aumento de concentracion de los niveles de proteina, secundarios
a un aumento de sintesis o a una disminucion de la degradaciéon con mayor vida media. Una
inmunohistoquimica positiva con estudio molecular negativo puede ser explicado, bien por la
presencia de la mutacion fuera del exdn rastreado con la técnica o bien, por el acimulo y

e . 417
estabilizacion de la proteina no mutada™ .

1.7 g.3) Resistencia a quimioterapia y radioterapia

El estudio de la apoptosis ha empezado a clarificar porqué muchos tumores son resistentes
a los efectos terapeuticos de la radiacion y la quimioterapia. La mayoria de las drogas
antitumorales, entre los que se incluyen inhibidores de la topoisomerasa, agentes alquilantes,

antimetabolitos y antagonistas hormonales, producen apoptosis en células sensibles.
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La presencia de células resistentes a la apoptosis en los tumores puede explicar, en parte,

L . 418 ;
la pobre respuesta de esos tumores a la quimioterapia” . Se pensaba que destruian el tumor
directamente por necrosis, pero se ha visto que las células generalmente mueren por la via de la

apoptosis, a menudo por la activacion de la p53 419

. Las células que hayan sufrido una mutacion
0 no contengan el gen de supresion tumoral pS3 o produzcan altos niveles de la proteina bcl-2 ,
presentaran resistencia a los efectos de los tratamientos antineoplasicos**’. La produccion de bel-
2 es una caracteristica comun de muchos carcinomas, linfomas y leucemias. Se ha visto que bcl-2
protege a las células tanto de la apoptosis inducida por quimioterapia como radioterapia. De
hecho, la expresion de este en algunos tumores (carcinoma de prostata, neuroblastoma o
leucemias) ha sido mostrada como un factor de peor pronostico

Actualmente se estudian posibles terapias génicas para superar dichas resistencias a la
apoptosis. Se intenta introducir el gen de supresion tumoral p53 normal dentro de las células
tumorales, con el objetivo de restablecer la produccion de proteina p53. También se investiga las
vias para prevenir la hiperactividad del gen bcl-2. Otro objetivo seria bloquear los receptores
celulares para factores de crecimiento especificos, con el fin de que la célula tumoral entre en el
programa de apoptosis.

Resumiendo podemos decir que, la apoptosis es un proceso de vital importancia en la
homeostasis tisular que estd involucrada en diferentes procesos fisioldgicos y patologicos, entre
los que destaca el cancer. La importancia de la apoptosis en las neoplasias se basa en :

1- su probable papel en la destruccion de células preneoplasicas.
2- estar presente en los tumores ya establecidos, como resultado de procesos intrinsecos de las

células tumorales, o por factores externos que tienen lugar en el tejido tumoral.

3- ser necesaria para la respuesta terapettica de las diferentes armas antitumorales.
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Es evidente que un mejor entendimiento de la apoptosis en las neoplasias, ampliaria
nuestros conceptos acerca de la cinética celular tumoral , que ha estado basada durante mucho
tiempo en los indices de proliferacion celular y a su vez, nos concederia métodos de
conocimiento del prondstico que pueden influir en las decisiones de las modalidades terapetticas

a emplear.
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1.8 GENES DE VIGILANCIA O DE “CHECKPOINT”

Las células eucariotas han desarrollado mecanismos de control sobre el ciclo celular con
el fin de asegurar que, en el proceso de division celular, la informacion genética en las células
hijas sea idéntica a la de la célula madre. Estos mecanismos de control 6 vigilancia se denominan
checkpoints y su objetivo final es el de mantener la integridad gendmica.

Los seres vivos estdn continuamente expuestos a agentes de origen fisiologico y
medioambiental que dafian el material genético. La reparacion de este dafio es fundamental para
la supervivencia de la célula. El dafio en el DNA dispara varios mecanismos de respuesta en la
célula. Uno de ellos es una parada en el ciclo celular, que da tiempo a los mecanismos de
reparacion a actuar sobre el DNA dafiado. Esta parada en el ciclo se denomina checkpoint en
respuesta a dafio en el DNA y estd conservada en todas las células eucariotas desde levaduras al
hombre. Otro proceso conservado en la evolucion eucariota es el llamado checkpoint mitotico. Si
el checkpoint en respuesta a dafio en el DNA es un control del ciclo sobre agentes externos al
sistema, el checkpoint mitdtico es un mecanismo de vigilancia interno, controlando procesos del
propio sistema. Durante la mitosis se llevan a cabo procesos definidos y ordenados en el tiempo y
espacio. Asi, primero se lleva a cabo la condensacion de los cromosomas, el alineamiendo de
cromatidas hijas, su posterior ordenamiento en el uso mitético, y, por ultimo, su separacion. El
checkpoint mitdtico asegura que éste sea el orden e impide que se lleve a cabo un proceso si el

proceso anterior en el tiempo no ha finalizado en su totalidad.
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1.8 a) Genes de checkpoint v cancer

Un fallo en estos mecanismos de checkpoint puede resultar en inestabilidad gendmica. En
eucariotas superiores ha sido asociado a riesgo de tumorogénesis y/o a determinados
enfermedades degenerativas. Por ejemplo, si en la fase G, del ciclo se produce un corte de la
doble cadena de DNA que no repara y el ciclo celular no se detiene en mitosis, se pueden
producir pérdidas de material genético en las células hijas. El caso més claro de conexion entre
falta de checkpoint, inestabilidad gendmica y cancer es el de p53, implicada en el proceso de

421 . . .y
. En eucariotas superiores la acumulacion de

checkpoint en respuesta a dafo en el DNA
mutaciones ha sido propuesta como una de las causas fundamentales de aparicion de cancer.
Existen una serie de factores que predisponen a una célula hacia tumoral, que incluyen
deficiencias en determinados mecanismos como la apoptosis y control del ciclo celular y la

. ., . , . . ., . , 422
activacion de otros como la angiogénesis y la proliferacion celular en ausencia de estimulo .
La existencia de la mutacion en un solo gen que incremente el nimero de mutaciones en el

genoma (como por ejemplo, p53), puede provocar, por tanto, una predisposicion hacia procesos

cancerigenos.

1.8 b) Proteinas de checkpoint (Husl, Rad9, Rad1l)

Estudios genéticos en levaduras han identificado a muchos de los genes implicados en el
checkpoint en respuesta a dafio en el DNA. Mas recientemente se han aislado genes homdlogos
en humanos, sugiriendo una conservaciéon del mecanismo a lo largo de la evolucion. Las
proteinas humanas implicadas en este control (grupo de las Rads) se denominan hRadl, hRad9,
hRad17, hHusl, ATM y ATR **. Estudios genéticos en levaduras demuestran que todas estas

proteinas actuan a un nivel cercano al dafio en el DNA (es decir, reconocen directamente el dafio
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o0 interaccionan con proteinas que reconocen el dafio en el DNA), mientras que existen otras dos
proteinas por debajo de ellas en una cascada de eventos que conducen a la parada del ciclo
celular; éstas son las proteina-quinasas hChkl y hChk2 . Estas dos proteinas quinasas parecen
ser efectoras y establecer la conexion entre la maquinaria de checkpoint en respuesta al dafio en
el DNA y la de progresion del ciclo celular (ciclinas y proteinas quinasas dependientes de
ciclinas).

Las proteinas de checkpoint, hRadl, hHusl y hRad9 presentan homologia con un factor
de replicacion (PCNA) e interaccionan formando complejos de funcidon desconocida en la célula.
HRad17 presenta homologia con otro factor de replicacion (RF-C) . ATM y ATR son proteina-
quinasas de gran tamafio con un domino catalitico que presenta homologia con las proteina-
quinasas dependientes de fosfatidil inositol. Estudios recientes en eucariotas superiores han
establecido, ademas, una conexion entre alguno de estos genes y p53 (Figura 14). Por ejemplo se
ha descrito que tanto ATM, como ATR y hChk son capaces de fosforilar residuos de p53

importantes en la respuesta a la parada en el ciclo celular**

Figura 14: Organizacion de la respuesta al dafio de DNA en las células de mamifero

DANO DE DNA

ATM Rad 9, Hus 1, Rad 1
ATR Rad 17

Chkl1 Chk2 Mdm?2 ====p53 BRCAI Nbsl/cAbl

Apoptosis

Parada del ciclo celular

Reparacion del dafio del DNA
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Deficiencias en el proceso de checkpoint en respuesta a dafio en el DNA se relacionan con
inestabilidad gendémica en varios organismos. Se ha descrito que lineas celulares con el gen de
Husl interrumpido presentan un alto porcentaje de alteraciones. También se han descrito
conexiones entre estos genes y procesos cancerigenos, en concreto deficiencias en el gen que
codifica la proteina ATM provocan una enfermedad genética recesiva, la ataxia telangieactasia,
que se caracteriza porque los individuos que la padecen presentan degeneracion del sistema
nervioso central, deficiencias en el sistema inmune y propensién al cancer’”. También se ha
descrito que hChk2, se presenta mutada en un porcentaje bajo de los casos de un sindrome
degenerativo humano caracterizado por alto riesgo de tumores, el sindrome de Li-Fraumeni, en el
que aproximadamente un 80% tienen mutado el gen supresor tumoral p53**® .En el caso de
hRad17, se ha descrito como sobreexpresada en determinados canceres de colon*’, y, por el
contrario, no se encuentra presente en casos de cancer de testicular*?® .

Estudios genéticos en levaduras indican que existen multitud de genes implicados en el
proceso de checkpoint mitotico. Algunos de sus homologos humanos han sido identificados, y se
han descrito, ademas, como relacionadas con procesos cancerigenos. Se trata de hBubl y de
hChfr. hBubl es una proteina con un actividad quinasa que estd implicada en evitar la
segregacion de cromosomas durante la anafase mientras la formacion del uso mitotico no haya
finalizado completamente. hBubl se ha descrito mutada en un porcentaje bajo de canceres de
colon*®. hChfr es una proteina que presenta una baja homologia con otras proteinas conocidas y
actua en el tiempo antes de Bubl en el proceso de checkpoint mitotico, concretamente en la
transicion profase-metafase; recientemente, se ha descrito como no presente en 4 de 8 lineas

, 430
celulares cancerigenas
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1.8 ¢) Proteinas de checkpoint y apoptosis

hRadl, hHusl y hRad9 son un grupo de proteinas que interaccionan, y que se especula
formen en la célula un heterotrimero. Debido a su reciente caracterizacion en células humanas, su
funcion especifica no se encuentra totalmente definida. Sin embargo, otros datos recientes las
relacionan con procesos de apoptosis. Por ejemplo, la sobreexpresion de hRad9 en células
humanas induce apoptosis y ésta puede ser rescatada por la sobreexpresion de las proteinas
antiapoptoticas Bcl-2 y Bel-x . El mecanismo molecular de este efecto es la interaccion entre
ambas proteinas (hRad9 y Bcl-2/x) a través de un dominio BH3. hRad9 es una proteina
hiperfosforilada en condiciones normales*? , lo que sugiere que su funcién molecular puede estar

regulada mediante modificaciones en su grado de fosforilacion.
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