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Resumen

Diferentes campos de investigacién tales como la etiopatogénesis de las enfermedades neoplési-
cas, la apoptosis especifica de las células cancerosas, la resistencia moltiple a farmacos (RMD), la ac-
tividad de oncogenes, la neovascularizacién, la regresién espontanea del cancer (REC), e incluso as-
pectos claves de la quimioterapia, comparten ciertos hechos fundamentales, mecanismos comunes y
caracteristicas, basicas y clinicas, intimamente relacionadas. Mas allé de una amplia gama de facto-
res involucrados en una misma actividad, diversos agentes y métodos antineopldsicos comparten asi-
mismo ciertos mecanismos cruciales y vias finales comunes de actuacién. Esta revision creativa discu-
te, a la vez que propone, una integracién jerarquica de campos previamente separados de la investi-
gacién y el tratamiento oncolégico. A modo de integracién cientifica, y a través de la creacién de un
lenguaje mediador entre la investigaciéon basica y clinica, la perspectiva aqui desarrollada permite
una significativa mejora en la comprensién de la esencia fundamental de las enfermedades cancero-
sas. El modelo aqui considerado presenta el potencial de acercar a la deseada meta de lograr una
penetracién lo mas profunda y completa posible de la naturaleza intima de la degeneracion maligna
a la vez que abre la posibilidad de nuevos y selectivos avances terapéuticos.
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Summary

Different fields of cancer research, such as cancer etiopathogenesis, selective apoptosis, multiple
drug resistance (MDR), oncogen activation, neovascularization, the spontaneous regression of cancer
(SRC) and certain key aspects of cancer chemotherapy, all share some deep-seated, both basic and
clinical, features and characteristics. Beyond a wide array of intermediary factors involved in a
certain activity, different anticancer agents and anticancer methods have in common some intimate
pivotal and/or final pathways. This creative review discusses, as well as proposes, the integration of
previously disparate fields of cancer research and treatment. Like a scientific Esperanto dwelling in
between basic and clinical research, the perspective here developed mediates in the integration of
different fields of cancer research at both of these levels. At the same time, it allows a significant
improvement in the understanding of the fundamental nature of cancerous diseases. The model here
presented finally stimulates the high aim of reaching a deeper and more complete comprehension of
the intimate nature of the malignant process, at the same time that opens new and selective
therapeutic possibilities.

Key words: Cancer etiopathogenesis and treatment. Multiple drug resistance. Apoptosis.
Neovascularization. Na*/H*-antiporter and cancer. pH and cancer. Spontaneous regression of cancer.

“ S6lo podemos curar lo que primero podemos entender”

Otto Warburg

Introduccién

De la etiopatogénesis al tratamiento.

Dos caras de una moneda al unisono para
una perspectiva integral

Un creciente nimero de publicaciones recientes han
llamado la atencién sobre diversos aspectos de la di-
namica del ion de hidrégeno en algunas de las princi-
pales areas de investigacién oncolégica, tanto bésicas
como clinicas. Estas éreas de la investigacion cubren
un amplio rango de enfoques, que van desde los me-
canismos mediadores de la REC a la comprensién de
la etiopatogénesis de los tumores epiteliales, y desde la
apoptosis, la RMD y la neovascularizacién tumoral a
la apertura de nuevas e inéditas posibilidades terapéu-
ticas. Por ofra parte se ha mostrado que, por aparen-
temente distintos que sean todos estos campos de in-
vestigacién en oncologia, pueden ser enfocados desde
una Unica perspectiva de raiz, consiguiéndose asi inte-
grar aspectos cruciales de todos y cada uno de ellos'.
Recientes descubrimientos e interpretaciones en estas
4reas permiten concebir modelos conceptuales cada
vez mas amplios y acogedores que se dirigen a la
construccion de paradigmas de mejor comprensién y
mayor alcance. Desde un punto de vista general y
epistemolégico, cualquier esfuerzo por integrar jerar-
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quicamente perspectivas inicialmente fragmentadas
necesariamente conduce hacia una progresiva unifica-
cién y sinergia entre las diferentes dreas de la investi-
gacién oncolégica. Por estas vias se estimula a su vez
una aproximacién cada vez més radical a los proce-
sos neoplésicos en aras de descubrir sutiles mecanis-
mos subyacentes comunes a una multitud de hallazgos
previamente aislados entre si y que hasta un momento
determinado no habia sido posible cohesionarlos de
forma jerarquica, racional y cientifica.

1. Una cara de la moneda - Oncogénesis y
etiopatogénesis

Considerando en primer lugar el extremo inferior
del espectro de concentracién intracelular de hidroge-
niones ([H*] i. c.) (zona limitrofe de [H*] baja, o, lo que
es lo mismo, pH i. c. o pH; elevado), la induccién y/o
mantenimiento de una alcalinizacién celular patolégi-
camente elevada ha sido implicada, y demostrada ine-
quivocamente, tanto en la transformacién neoplésica
como en el mantenimiento de la situacién cance-
rosa® 3. Esta alteracién de la homeostasis global de la
célula juega asimismo un papel crucial y de pivote en
la transduccién de sefiales de una amplia variedad de
factores de crecimiento, un hecho en gran parte me-
diado por la estimulacién del antiportador Na*/H* de
la membrana celular. En condiciones normales esta
bomba expulsa iones H* de la célula intercambiandolo
por Na*, con el consiguiente aumento del Na* intrace-
lular*®. De esta forma se induce una persistente des-
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viacién del equilibrio acido-bésico intracelular en la
direccién de la alcalinidad, la cual estd directamente
implicada en la entrada de las células en la fase S del
ciclo celular asi como en el mantenimiento de la célula
en un estado de proliferacién continua e incontrola-
da?® '2. De ahi que se considere hoy en dia que una de
las caracteristicas més sobresalientes de las células
cancerosas de moltiples estirpes y procedencias genéti-
cas es la pérdida del, por lo general riguroso, control
del pH intracelular, tanto en la situacién aguda como
en la crénica® 1214,

Asimismo, una elevacion patolégica del pH; esta es-
pecificamente involucrada en la patogenia de la resis-
tencia moltiple a farmacos antineoplésicos (RMD). Es-
te hecho es mayormente secundario a la estimulacién
de la actividad del transportador de RMD, la P-glico-
proteina, responsable de una severa alcalinizacién
del citosol'?'®. Una de las consecuencias més signifi-
cativas de este desequilibrio acido-basico es la resis-
tencia a farmacos como el cis-platino, la adriamicina,
el paclitaxel, etc. Asi, es muy significativo que en célu-
las de cancer de pulmén humano, aunque también en
el de mama, la resistencia a la adriamicina se pueda
multiplicar por un factor de més de 1000 a un pH;
elevado, y que dicha RMD sea directamente propor-
cional al grado de pH;'“. Este hecho fundamental ha-
ce comprensible que el persistir en el tratamiento de
ciertos tumores bajo sus habituales condiciones de vi-
da écido-bésica y desequilibrio alcalino se tope con
un fracaso previsible, a modo de muerte terapéutica
anunciada. Por el contrario, la induccién de un cam-
bio acidico del citosol permite la refencién de agentes
quimioterapedticos y la superacién de la RMD en un
elevado nimero de estudios y variadas circunstan-
Cias® 1319

De forma parecida, la actividad de algunos oncoge-
nes, asi como una multiplicidad de factores de creci-
miento, estd mediada por una elevacién del pH;, un
hecho asimismo debido a la activacién del antiporta-
dor Na*/H*2925, Se ha demostrado que una alcalini-
zacién celular asi inducida es una condicién sine que
non para la activacién desde el estadio de protoonco-
gen al de oncogen activo, incluso con la presencia de
bicarbonato en el medio de cultivo® 3 2022, Abarcando
toda variabilidad genética, dicha alcalosis celular, jun-
to con el metabolismo glicolitico, se reconocen como
los dos factores patognoménicos y comunes a las di-
versas células y tumores cancerosos®. Una elevacién
del pH; es asimismo esencial en la accién anti-apopté-
tica de los productos génicos Bcl-2 y Bcl-x,, lo que jus-
tifica la resistencia a la quimioterapia bajo dichas cir-
cunstancias microambientales y condicionamientos in-
tracelulares?25.

El antiportador Na*/H* y el pHi en la transformacién,
patogenia y progresién del cancer

Es altamente significativo que la misma anormalidad
homeostdtica que juega un papel en la transformacion
y desarrollo tumoral a nivel celular'? 2631, sea la misma
que sistemdticamente precede e incide en la carcinogé-
nesis de las diversas mucosas y éreas del organismo;
es decir, un pH epitelial localmente elevado en los luga-
res de posterior aparicién de diversos procesos neoplé-
sicos y tumores malignos'- %3237 Esta misma alteracion
4cido-bésica a nivel tisular estimula asimismo, tanto di-
recta como indirectamente, la carcinogénesis quimica
de los epitelios®32, Se considera también que dicha
desviacién patolégica juega un papel deferminante en
la progresion tumoral y en el proceso metastatico® 3.

Entre las diferentes bombas de membrana que jue-
gan una importante funcién en el control de la home-
ostasis intracelular, el sistema antiportqdor Na*/H* de
la membrana celular es reconocido como el factor pre-
ponderante y mecanismo por excelencia en la estricta
regulacién y control del equilibrio acido-bésico de las
células, principalmente a través de su isoforma 1
(NHE; )" 1. 3941 Sy activacién, ya sea medioambiental-
mente inducida o por una sobreexpresién genética-
mente condicionada, eleva el pH; En condiciones nor-
males, este mecanismo crucial y via comin también
funciona como un sistema de proteccion y defensa ce-
lular contra una acidosis celular potencialmente dafii-
na®. Este antiportador es asimismo la principal diana,
mecanismo crucial y via comin de una gran variedad
de estimulos carcinogenéticos, como la P-glicoprotei-
na, el factor génico antiapoptético Bcl-2, ésteres de
forbol, tirosinoquinasa, EGF, TGF-a., IGF-II, otros di-
versos factores de crecimiento, diferentes productos
quimicos y férmacos, etc.”- 4245,

Paralelamente, ha sido corroborado recientemente
que células neopldsicas de diferentes origenes, desde
leucemias a tumores sélidos, animales y humanas por
igual, sistemdticamente presentan un pH; anormalmen-
te elevado''. Especificamente, células leucémicas hu-
manas de las més variadas estirpes, de forma similar
a las de los tumores malignos, viven en un estado de
alcalinizacién intracelular permanente e incambiable.
Ademds existen y se multiplican a unos niveles de pH;
en el limite de la compatibilidad con la vida celular, y
por extension, con la vida humana en general (7.46 a
7.6, e incluso més altos)!! 131416, 4649 De ghi que una
alcalosis celular maligna extrema y patolégica haya si-
do considerada la caracteristica especifica del estado
canceroso®. Dicha anomalia se intensifica ain mas ba-
jo la estimulacién sobreafiadida de diversos factores
de crecimiento como los ésteres de forbol, etc.é 48,
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Es importante prestar atencién al hecho de que las
diferencias de pH; son una medida andlitica harto bur-
da y engafiosa. Ello se debe a que las diferencias ha-
bitualmente halladas entre las células normales y las
neopldsicas, que al menos son de 0.3-0.4 unidades de
pH;, sobre todo si se consideran las células con RMD
positiva, a pesar de su aparente insignificancia cuanti-
tativa, estén expresando cualitativamente que toda la
fisiologia global de la célula neoplésica tiene lugar a
una concentracién intracelular de iones de hidrégeno
de al menos la mitad que las células normales®. Més
significativamente adn, la diferencia en la concentra-
cién de H* intracelular entre las células normales y
cancerosas puede llegar a multiplicarse por un factor
de 10, o incluso més, si la diferencia de pH; es de una
unidad. Esta circunstancia extrema puede incluso tener
lugar cuando se compara la situacién écidica necesa-
ria para una apoptosis celular selectiva (pH; <6.8) con
un estado celular muy alcalinizado de la célula cance-
rosa, ya sea en condiciones basales o bajo estimula-
cién de factores de crecimiento® 148,

Es ampliamente admitido que la sobreexpresion del
antiportador Na*/H* de la membrana celular, genéti-
camente o medioambientalmente inducida, constituye
el pivote y via comin para la especifica elevacién del
pH; en una multiplicidad de estirpes de células cance-
rosas y/o leucémicas® '3 14 4752 Esta desviacion de la
homeostasis celular parece constituir la respuesta uni-
versal a muchos y diferentes factores de crecimiento y
estimulos carcinogénicos, mientras que la situacién
contraria nunca ha sido reportada. Dicha anormali-
dad es tan determinante que el eflujo activo de proto-
nes de las células se mantiene en la situacion neopldsi-
ca sin posible compensacién acido-bésica, incluso en
las habituales condiciones tumorales de un medio ex-
tracelular e intersticial dcido®. Este desequilibrio pato-
légico se mantiene merced a una sobreestimulacion,
en ocasiones concertada y sinérgica, de las diferentes
bombas de membrana electrogénicas relacionadas
con el ion de hidrégeno, no sélo el antiportador
Na*/H*, sino la Na*/K+ATPasa3® 5%, las H*-ATPasas
vacuolares' 3", el simportador H*/Cl-, etc¥.

Los pioneros estudios de Sparks y cols. en células
transformadas mostraron inicialmente que, en propias
palabras de estos autores, un “brote alcalino maligno”
era responsable de la activacién sinergistica de la bom-
ba e|ectrogénicq Na*/K+ATPase’ %8, Este mecanismo
induce, y al mismo tiempo cierra, un “circulo vicioso al-
calinizante”, ya que la activacién de la Na*/K*-ATPase
también aumenta el pH; a través de una estrategia inte-
grada que involucra la estimulacién conjunta, sinérgica
y patolégica del intercambio Na*-H*'. No es de extra-
fiar por lo tanto que estudios subsiguientes hayan de-
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mostrado que la expresion y actividad del antiportador
Na*/H* sea especificamente necesaria para el desarro-
llo de los tumores malignos. Asi, células mutantes a las
que, o bien les falta de forma natural, o bien se anula
por métodos de ingenieria genética la actividad de este
antiportador “alcalinizante” pierden su capacidad de
transformacién tumoral entre un 80 y un 100%% 267759,
De forma paralela, la supresién de la actividad de una
multiplicidad de factores de crecimiento, asi como el
detenimiento de la expresion genética del ciclo celular,
pueden obtenerse por la disminucién del pH citosélico
mediante la utilizacién de diversos inhibidores del inter-
cambio Na*/H* 1 5% 6062 Estas consideraciones consti-
tuyen una nueva integracion de hechos previamente in-
conexos que estd abriendo un campo enteramente
inexplorado que no sélo se dirige hacia nuevas posibi-
lidades terapéuticas sino incluso a la prevencién del
cncer' 63,

pH intracelular (pH;) y pH extracelular (pH,)
tumorales: interrelaciones

Las relaciones entre el pH;y el pH, ha sido un tema
que ha generado una considerable confusion durante
décadas de investigacién de la bioquimica del céncer,
incluso desde sus inicios®® ¢4 65, Es evidente que las cé-
lulas cancerosas, sobre todo si se muestran resistentes
a toda actuacién terapéutica (RMD), presentan altera-
ciones eléctricas de despolarizacién y disminucion del
potencial eléctrico de la membrana modificadas de
forma inseparable de los mecanismos de homeostasis
écido-bésica celular® 4 18, La evidencia en la que se
basan estos hechos, claves para entender la fisopcto-
logia de la degeneracién neoplésica, proviene de estu-
dios dindmicos que muestran que una elevacién artifi-
cial del pH del medio extracelular (pH,) aumenta el pH
del citosol (pH;) de las células neoplésicas, mientras
que las células normales son capaces de mantener la
homeostasis celular por debajo de un pH de 7.0 bajo
parecidas circunstancias'é. Incluso en microambientes
écidos las células transformadas poseen mecanismos
reguladores en contra de la acidificacién mucho mas
efectivos que las normales, defendiéndose de cualquier
ataque écido y/o terapéutico y/o apoptético merced a
una muy efectiva, dindmica y continua expulsion de
iones de hidrégeno mediada por diversos mecanis-
mos], 5,18, 23-25, 50.

Un factor adicional que ha contribuido a lo largo de
los afios a aumentar el grado de confusion en la investi-
gacién metabélica y bioquimica del céncer es la gran
cantidad de écido léctico secretado por las células can-
cerosas de cualquier origen® 3. Por paradbéjico que re-
sulte a primera vista, dicha producciéon de éacido lactico
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se ve aumentada aGn mas por el estimulo de la glicolisis
inducido por una alcalinizacién afiadida. Este circulo vi-
cioso es principalmente debido al estimulo que una ele-
vacién del pH produce sobre el enzima clave de la gli-
colisis, la fosfofructokinasa®é. Esto llevé en principio a
pensar que el inferior de la célula cancerosa se hallaba
acidificada, cuando lo que ocurre es precismente lo
contrario. Aparte de que ello se deba sobre todo a una
potenciacién integrada de las diferentes bombas de hi-
drégeno de la membrana celular, el écido lactico tumo-
ral no consigue acidificar la célula tumoral, bien porque
difunde fuera de ellas o porque es activamente expulsa-
do, quedando acidificado, eso si, el microambiente in-
tratumoral extracelular e infersticial® 6567

pH; y resistencia multiple a farmacos antineopldsicos
(RMD): relaciones causa-efecto

El estudio del fenémeno de la RMD, aunque en
principio parezca un drea de investigacién aparte, ca-
mina de la mano de los demdas campos oncolégicos
aqui considerados. Los consistentes resultados obteni-
dos por diversos grupos de investigacién han origina-
do un creciente interés debido a la relacién directa
existente entre un progresivo aumento del pH; tumoral
y el grado de RMD. La relacién directa entre un pH
elevado y la resistencia maltiple a férmacos antineo-
plésicos es generalmente reconocida'®17: 47, ¢8. ¢ Asj,
una alcalinizacién celular patolégica, la situacién
“normal” en la que proliferan todo tipo de células ma-
lignas, disminuye la retencién de antineoplésicos como
la vinblastina, adriamicina, el cisplatino, etc.® 1719, Es-
te fenémeno puede ser debido bien a un antiportador
Na*/H* sobreestimulado o a otros mecanismos, algu-
nos ain desconocidos'# 8. Asi, un hecho altamente
significativo es el aumento de hasta 2000 veces de la
resistencia a la adriamicina en células de carcinoma
de pulmén humano si el pH; de 7.0 presente en células
paternas se eleva a 7.4 o més en las células més resis-
tentes (Fig. 1). Paralelamente, la superacién de dicha
resistencia por verapamil es directamente debida a la
acidificacién celular inducida por dicho farmaco'.
Muy por el contrario, la concentracién intracelular de
adriamicina se multiplica por al menos 100 veces al
inducir una acidificacién celular, cambio dcido-basico
que se comporta directamente asi como un poderoso
“agente quimio-sensitizador”'® 7°, Es interesante ano-
tar que alguna publicacién aparentemente contradicto-
ria, en la cual potentes derivados del amiloride no se
han mostrado efectivos para revertir la RMD a la
adriamicina y a la vincristina no reportan estudios si-
multéneos de pH;en sus sistemas'®. Dicha situaciéon
aparentemente paraddjica y contradictoria es debida,

7.5

6.9 . : :
1 10 100 1000
Resistencia a Doxorubicina

Fig. 1. Grado de resistencia a la doxorrubicina en funcién
del pH citosélico de células de cancer de pulmén humano
SW-1573. (Keizer HG, Joenije H. Increased cytosolic pH in
multidrug-resistant human lung tumor cells: effect of vera-
pamil. INCI 1989; 81:706-709. Reproducido por cortesia
de H. Joenje y Oxford University Press. Para més detalles
ver ref. 14.)

a decir de algunos autores, a factores como la deten-
cién del ciclo celular en G1 por la amilorida, lo que
insensibiliza a las células a los inhibidores de la topoi-
somerasa-1 como la campotecing, la ciclohexemida o
a la radiacién gamma. Estos factores, que actuan so-
bre la fase S del ciclo celular, ven dificultada su fun-
cién pro-apoptética debido a la detencién en fase G1
provocada por la amilorida, inhibiéndose de este mo-
do la apoptosis celular’'.

Roepe ha propuesto una teoria integral en la que se
rechaza la hipétesis habitualmente aceptada del bom-
beo extracelular de férmacos en células resistentes a di-
versos agentes quimioterapéuticos como principal me-
canismo para explicar la RMD® '8, Este autor expone
que la patogénesis de la RMD estd basada en altera-
ciones energéticas de la despolarizacion de la mem-
brana celular y en su correspondiente elevacién del
pH;, un paradigma y enfoque conceptual que supera el

echo de que cualquier posible estructura particular o
molécula especifica sea en Gltimo lugar el principal me-
canismo responsable e involucrado en la RMD (“para-
digma trans- o meta-estructural”). Dichas alteraciones
de los gradientes de concentracién de hidrogeniones a
través de la membrana celular recuerdan, por sus evi-
dentes paralelismos, a la teoria quimiosmética de Mit-
chell sobre los mecanismos finales de trasduccion de
energia (modelo para-Mitchelliano de la RMD)e. 18.72.73,
Hallazgos similares relacionando directamente la ele-
vacién del pH citosélico con las alteraciones en la des-
polarizacién de la membrana celular de las células
cancerosas resistentes, o RMD-positivas, han sido publi-
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cados'® 45", De igual manera, la expresién de la P-gli-
coproteina eleva el pH;, siendo este cambio alcalino ne-
cesario, a la vez que suficiente, para prevenir la acu-
mulacién de farmacos quimioterapéuticos, un hecho
que es independiente de la expulsién activa de dichos
farmacos de la célula por otros mecanismos'3 '8, Otros
autores consideran que la P-glicoproteina actéa como
una bomba de expulsién de hidrogeniones ATP-depen-
diente'4. El hecho de que la actividad del transportador
de la RMD induzca la alcalinizacion del citosol ha lle-
vado a defender que dicho mecanismo se pueda consi-
derar asimismo como una bomba expulsora de proto-
nes’*. Finalmente, estos mltiples y concordantes ha-
llazgos también encuentran su contrapartida en publi-
caciones que niegan que el pH; afecte significativamen-
te la expulsién de férmacos por la P-glicoproteina'® 75,

De igual manera, los transportadores de farmacos
ATP-dependientes son muy importantes en el origen y
causa de la RMD, mientras que las ATPases de trans-
porte iénico estan ayudando a clarificar atn mas por
qué las células tumorales consiguen mantener a los ci-
totéxicos alejados de sus dianas’. Una bomba de
membrana especifica para los iones de hidrégeno es
la H*-ATPasa, cuya sobreexpresion provoca una dis-
minucién de la concentracién intracelular de hidroge-
niones, hecho que induce transformacion celular y es
causa directa de la carcinogénesis? 3 3 3!, Paralela-
mente, dicha bomba de hidrogeniones también est&
involucrada en la expulsion activa de compuestos anti-
neoplésicos de células HL6O resistentes a la adriamici-
na y a la vincristina””. Inhibidores especificos de la H*-
ATPasa, como la bafilomicina A,, también aumentan
la acumulacién intracelular de antineopldsicos merced
a la inhibicién del eflujo de estos a través de un meca-
nismo acidificador directamente dependiente del ion
H+78.7%, En resumen, parece ser que cualquier mecanis-
mo que eleve anormalmente el pH;, esté mediado por
el intercambio iénico entre Na* y H* a través de la so-
breexpresién del antiportador Na*/H*, via activacién
de la Na*/K*-ATPase, a través de un concierto siner-
gistico de ambos mecanismos (coupling)' %58 8, o de-
bido a la actividad excesiva de la H*-ATPasa, contri-
buye a instaurar y/o mantener la RMD. Las importan-
tes implicaciones para el tratamiento del cancer que se
deducen de estos hallazgos resultan tan obvios y evi-
dentes que no requieren mas consideraciones.

La neovascularizacién en el crecimiento tumoral
y el proceso metastdtico: factores promotores
Na*/H*-dependientes

El crecimiento de los tumores sélidos a partir de un
determinado volumen, asi como su invasividad y capa-
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cidad metastética, dependen en gran medida de la in-
duccién de nuevos vasos sanguineos que aporten nu-
trientes, oxigeno y factores paracrinos a las células tu-
morales en expansién®'. Este fenémeno, denominado
angiogénesis o neovascularizacion, resulta fundamen-
tal para el desarrollo y progresién no sélo de los tumo-
res s6lidos, sino también de leucemias y otras enferme-
dades hematolégicas®? 83,

La activacién de la angiogénesis (“angiogenic
switch”) es un complejo proceso, genética y microam-
bientalmente regulado, en el que sobresalen oncogenes
y factores angiogénicos (reguladores positivos) frente a
genes supresores tumorales y factores anti-angiogénicos
(reguladores negativos). Es también significativo que la
actividad de algunos de estos oncogenes y factores an-
giogénicos esté estrechamente relacionada con el equili-
brio 4cido-basico intracelular. En este sentido, un consi-
derable nomero de moléculas estimuladoras de la neo-
vascularizacién y reguladores positivos de la angiogeé-
nesis ejercen sus efectos tendiendo a desviar, siempre en
una misma direccién alcalinizante, la homeostasis celu-
lar 4cido-bésica (Tabla 1). Dicha acumulacién de datos,
siempre en un mismo sentido y sin excepcién alguna
aln conocida, sugieren la existencia de una relacién di-
recta entre la estimulacién angiogénica y el aumento del
pH:. Tal es el caso de la interleuquina-1 (IL-1), cuya acti-
vidad pro-inflamatoria ha sido extensamente documen-
tada. La IL-1 estimula la neovascularizacién mediante la
regulacién del factor de crecimiento del endotelio vascu-
lar (VEGF), tanto en células tubulares proximales®* como
en células tumorales de colon humano®®. Esto es debido
a la sobre-estimulacién (“upregulation”) del complejo
chtor-receptor del VEGF-KDR/flt-18¢. Esta misma cito-
quina es responsable de la alcalinizacion del pH; en cé-
lulas T mediante la activacién del antiportador
Na*/H*®7. Precisamente, también en este contexto la ac-
tividad del intercambio Na*/H* aparece como el meca-
nismo principal por el cual estos y ofros factores estimu-
ladores de la angiogénesis alteran la regulacién intrace-
lular de hidrogeniones para inducir un aumento del
pH:# . Aun cuando queda por demostrarse la implica-
cién de muchos otros reguladores positivos de la neo-
vascularizacién en la homeostasis celular acido-bésica,
el significativo ntmero de factores descritos que si lo ha-
cen, tanto a nivel genético como microambiental, sugie-
re cierta asociacion entre la estimulacion de la angiogé-
nesis, el antiportador Na*-H* y/o el pHi®. Sin embargo,
no hay que olvidar que ofros mecanismos afectados por
estimuladores o inhibidores del infercambio Na*-H*, co-
mo el activador de plasminégeno tipo urokinasa, pudie-
ran ser asimismo responsables de diveros efectos tera-
péuticos sobre la neovascularizacién, ya sea tumoral,
diabética, o de otra naturaleza® 2.
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TABLA |

Efecto estimulador de diferentes moléculas peptidicas sobre la angiogénesis, los transportadores de membrana y
la dindmica intracelular de hidrogeniones
(Orive G, Pedraz JL, Harguindey S. Angiogenesis and hydrogen ion (H*) dynamics: from pathogenesis to treatment. (ref. 142)

Factor Efectos sobre la dindmica i.c. de hidrogeniones
IL-1 1 VEGF/VPF y la expresion de KDR/flk-1 1 H*-ATPasa y APA Na*/H*

IL-8 1 migracién y proliferacion de CE 1 pH i.c. y el Ca? citoplasmético libre
EGF 1 sinfesis de DNA, proliferacion y migracion de CE 1 APA Nat/H*

PDGF 1 sintesis de DNA, proliferacién y migracién de CE 1 APA Na*/H*

G-CSF 1 sinfesis de DNA, proliferacion y migracion de CE 1 pH: a traves de ( APA Na*/H*
GM-CSF 1 activacién y el programa de diferenciacién angiogénico 1 APA Na/H*

TNF-a 1 migracién de CE 1 APA Na*/H*

HGF/SF 1 supervivencia y proliferacién tumoral 1 pH:

TGF-B 1 angiogenesis in vivo 1 APA Na*/H*

IGF-I 1 migracién de CE y la formacion de tobulos 1 APA Nat/H*
Angiotensina |l 1 expresién génica y secrecién de VEGF/VPF 1 APA Na+/H*

PGE, 1 proliferacién de CE Induce alcalosis i.c.

Insulina 1 proliferacion de CE y la formacion de tobulos 1 APA Nat/H*

1 : estimulacion; CE: célula endotelial; pHi: pH intracelular; APA Na*/H*: actividad del antiportador Na+/H+.

Oncogenes y virus oncogénicos: experiencia
concluyente y posible universalidad de fenémeno

Se conoce que la actividad de los oncogenes v-mos
y Ha-ras, aparte de diversos factores de crecimiento,
esté funcionalmente mediada por la induccién de una
elevacion del pH; secundaria a la estimulacion del anti-
portador Na*/H*, condicién que resulta sine que non
para la activacién desde protooncogen a oncogen ac-
tivo222, Sin embargo, algunos de estos estudios fueron
inicialmente criticados aduciéndose que dicha alcalini-
zacién no ocurria en condiciones fisiolégicas, ya que
ofros sistemas de transporte de protones, como los an-
tiportadores dependientes de bicarbonato, no habian
sido tenidos en cuenta. A pesar de ello, incluso cuando
los sistemas de transporte dependientes de bicarbona-
to estén activados por la presencia de bicarbonato en
el medio de cultivo, oncogenes como el ras inducen la
necesaria y permisiva alcalinizacién citosélica, y asi la
transformacién celular® 2021,

En lo que respecta a la actividad viral, se conoce
desde hace décadas que tanto la sintesis como los es-
tadios tardios de la replicacién de ciertos virus cae
dréasticamente por debajo de un cierto pH microam-
biental?3. En este sentido, el écido lactico secundario a
la casi patognoménica glicolisis anaerobia de los tu-
mores malignos es un potente inhibidor de la replica-
cién viral %5, Por el contrario, los pioneros trabajos
de Rubin y Fodge demostraron que la alcalinizacién

celular inducida por virus u ofros métodos estimulaba
la glicolisis por medio de la activacién del enzima lla-
ve de la glicolisis, la fosfofructoquinasa®® #¢. Por otra
parte, dicha estimulacién es estrictamente necesaria
como precursora de la sintesis de DNA. Estos mismos
autores, después de comprobar que virus oncogénicos
como el del polioma aumentaban el pH;, lo que prece-
dia a la estimulacién glicolitica y a su vez condiciona-
ba la sintesis de DNA, llegaron a la conclusién de que
un cambio &cido-bésico alcalinizante era el mecanis-
mo mediador por el cual el virus ejercia su accién
transformadora y oncogenética®.

Més recientemente, un concluyente estudio en estas
mismas lineas ha sido llevado a cabo por Reshkin y
cols. con retrovirus®. Estos autores han demostrado el
papel causal y especifico de un aumento patolégico
del pH; en la transformacién maligna mediada por el
oncogen E7 del virus del papiloma humano (HPV) tipo
16. Su efecto directo es sobre los keratinocitos huma-
nos, el huésped natural del HPV en la patogenia del
carcinoma de cérvix. Dichas investigaciones muestran
asimismo que la alcalinizacién celular es un aconteci-
miento muy temprano en la oncogénesis. Sin embargo,
en este caso el cambio celular no se debe a la estimu-
lacién del antiportador Na*/H* (isoforma NHE-1) por
parte del retrovirus, sino més bien al aumento de la
afinidad del locus intracelular de la regulacién del
NHE-1. Extraorinariamente significativo resulta el he-
cho de que la anulacién de la alcalinizacién citoplas-
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mdtica inducida por el retrovirus con el anélogo de la
amilorida DMA (5-(N,N-dimetil)amilorida) inhibe el
desarrollo del fenotipo transformado, de los tumores
en si, y también de su desarrollo posterior. La conclu-
sibn més importante de estos estudios es que en la re-
lacién virus/pH;/antiportador Na*/H*, la alcaliniza-
cion celular es un mecanismo clave y especifico no s6-
lo en la transformacién oncogénica sino también en el
desarrollo y mantenimiento del estado neopldsico, un
hecho que es aplicable a diversos tumores sin importar
el tejido de origen o la variabilidad genética®. A su
vez, estos estudios aclaran una vieja polémica al con-
firmar que la ofra caracteristica especifica de la malig-
nidad, aparte de la elevacién del pH; es la desviacion
tumoral hacia un metabolismo glicolitico pH-depen-
diente® ¢4 ¢7. Consideraciones concordantes las de es-
tos autores sobre la existencia de idénticas alteracio-
nes del equilibrio acido-basico vaginal en la patoge-
nia del carcinoma de cérvix han sido consideradas
con anterioridad3? %% 3. Para una mds extensa revisién
de otros paralelismos bésico-clinicos en estas éreas,
asi como sobre el papel de cambios crénicos y medio-
ambientales de esta misma naturaleza en la etiopato-
génesis de las neoplasias de las diferentes superficies
epiteliales del organismo humano, ver refs.!-30.¢7.97:99,

Ventajas estratégicas de la dindmica tumoral:
un orden dentro del caos

La principal caracteristica energética deducida de la
evidencia cientifica atesorada hasta el momento ense-
fia que, desde un punto de vista termodinamico y
energético de una naturaleza transestructural y para-
Mitchelliana® '8 72, las células malignas contienen los
principales mecanismos responsables de su funciona-
miento anémalo y crecimiento incontrolado en la inter-
fase representada por la membrana celular. La eviden-
cia acumulada permite comprender las ventajas termo-
dindmicas H*-dependientes con las que cuentan las cé-
lulas y tumores malignos. Estas son: A) contribuir a la
pérdida del balance alcalino como causa inicial y es-
pecifica de la transformacién neoplésica'?; B) mante-
ner el estado proliferativo mediado por un elevado
pH:3; C) configurar una estrategia antiapoptética por
medio de diversos mecanismos anti-acidificantes (Bcl-
2, Bcl-, etc)?5 40. 68,100 D) conformar un escudo de de-
fensa anti-quimioterapéutico (RMD); y finalmente, E)
aislarse funcional y biolégicamente del resto del orga-
nismo del huésped' ?7:1°'. La Gltima de dichas caracte-
risticas permite la consideracién de ofra regla de oro
de las estructuras malignas: el hecho de conformar ge-
nuinas “islas biolégicas” dentro del organismo a través
de un organizado sistema de autoproteccién basado
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en una ventajosa manipulacién de la dindmica del ion
hidrégeno. Esto les permite ser inmunes a todo ataque
quimioterapéutico externo bajo la mayor parte de las
circunstancias' 4.

Dicha estrategia dinédmica permite comprender que
el propésito del metabolismo, la bioquimica y los siste-
mas energéticos especificos de las células cancerosas
es tener a los diferentes mecanismos de membrana
dispuestos como bombas energéticas que actian, lite-
ralmente, “todo el tiempo y a toda méquina”' para
mantener un permanente desequilibrio homeostatico
4cido-bésico. Esta estrategia energética es utilizada
por las células neoplésicas para mantener un elevado
pH intracelular y protegerse de ese modo de un medio
interno tumoral extracelular, intersticial y microam-
biental mucho més écido y potencialmente téxico' 4
50,51, 62 | os tejidos malignos, en su indiferenciacién
evolutiva'®' conforman de esta manera una politica de
sistema cerrado H*-dependiente, auténomo y autopro-
tector, a modo de una estrategia maligna, pero inten-
cionada y predeterminada, y en ese sentido, inteligen-
te. Desde cualquier perspectiva que se enfoque —ener-
gética, bioquimica, metabélica y/o biolégica- dicho
plan permite a los tumores malignos vivir independien-
temente del huésped parasitado, al mismo tiempo que
constituir un escudo impenetrable a cualquier tipo de
agresion terapéutica externa, al menos mientras no se
modifiquen las condiciones existentes rigidamente pre-
determinadas por la dinémica especifica de una fisio-
patologia maligna tan anémala.

2. La otra cara de la moneda - Regresién y
Tratamiento

Considerando ahora el extremo opuesto, y superior,
del espectro de concentracién intracelular de hidroge-
niones [H*] i. c., zona limitrofe de [H*] elevada o pH
écido, se hace fundamental analizar qué factores in-
ducen a la homeostasis y fisiologia celular hacia una
acidificaciéon especifica con fines terapéuticos, y cémo
estas condiciones y tendencias dirigen, ya sea directa
o indirectamente, hacia la opcién de un tratamiento
oncolégico cada vez més selectivo.

Apoptosis selectiva en el tratamiento del cancer. Vias
e intentos terapéuticos

Resulta extraordinariamente significativo el hecho
de que una gran variedad de compuestos que se han
mostrado capaces de inducir apoptosis en muchos y
muy diferentes tipos de células malignas, farmacos co-
mo la interleukina 2 (11-2), LAK, verapamil, lovastatina,
bafilomicina A1, estaurosporina, amilorida y sus deri-
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Fig. 2A y 2B. Efecto de HMA sobre el pH; y la apoptosis de
células de leucemia linfoblastica aguda. (A) Medida del
pHi por FRIM y citometria de flujo. (B) Estimacién de
apoptosis por técnicas de anexina-V-FTIC y TUNEL. (Rich
IR, Worthington-White, OA, Musk P. Apoptosis of leuke-
mic cells accompanies reduction in intracellular pH after
targeted inhibition of the Na*/H* exchanger. Blood
2000,95:1427-1434. Reproducido con permiso de la re-
vista Blood).

vados, nigericina, DIDS, BCG, efc., hayan sido consi-
derados, sin excepcion, inductores de muerte celular
apoptética por medio de una acidificacién celular.
Destaca asimismo que este fenémeno haya sido siste-
méticamente achacado, para todos y cada uno de
esos factores por separado, a la inhibicién del antipor-
tador Na*/H*245 97, |os ya mencionados hallazgos de
Rich y cols. sobre la existencia de una “alcalosis ma-
ligna”extrema en varios tipos de leucemias humanas'
han demostrado que el tratamiento con el potente y es-
pecifico inhibidor del antiportador Na*/H* HMA [5-
(N.N-hexametylen)amiloride] es capaz de disminuir
dichos pHs patolégicamente elevados en los diversos
tipos de leucemias humanas estudiadas, haciéndolos
caer incluso a niveles tan bajos como pH;: 5.0 en el
caso de la leucemia linfobléstica aguda (ALL)"" (Fig.
2A). Dichos experimentos también han mostrado una
muy significativa sensibilidad diferencial y selectiva del
efecto pro-apoptético del HMA sobre las células leucé-
micas cuando se comparan con células hematopoyéti-
cas normales. Estos autores han demostrado asimismo
que la induccién de una acidificacién por debajo de

un pH; de 6.8 en células leucémicas por dosis farma-
colégicas de HMA mata selectivamente a estas células
en un porcentaje que supera el 90% (Fig. 2B). Tanto
éstos como ofros experimentos en la misma linea pare-
cen coincidir en que un pH; <6.8 constituye el umbral y
punto crucial (the turning point) por debajo del cual se
facilita la induccién de una activacién “natural” de
una reaccién en cadena mediada por proteasas, cas-
pasas y endonucleasas que finalmente produce una
apoptosis celular tumoral selectiva'0?1%%,

La induccién de un profundo medio ambiente intra-
celular acidico ha sido considerado como el proceso
que dispara el comienzo de la apoptosis de las células
leucémicas merced a una sobreregulacién estimulado-
ra (up-regulation) de la expresion de la proteina pro-
apoptética Bax. Este mecanismo parece estar mediado
por la activacién de las caspasas ICE o CPP32, lo que
conduce irreversiblemente a la apoptosis inducida por
un estrés écido, y por consiguiente al control de la
proliferacion celular y a la detencién del crecimiento
tumoral''® 11, De forma similar, la activacién de una
proteasa parecida a la ICE y la fragmentacién de
DNA son fenémenos precedidos por una disminucién
del pH; durante la apoptosis en lineas celulares depen-
dientes de 11-3'%%,

Por el contrario, si se considera la resistencia a la
induccién de la apoptosis tumoral (anti-apoptosis), la
induccién de una muerte apoptética puede inhibirse
ya sea por un aumento directo del pH; por medio de
alcalinizantes celulares, como la cloroquina, el imida-
zol, el glutation, etc., o a través de la sobreexpresién
del producto génico antiapoptético Bcl-2, un factor
esencial en la resistencia a farmacos antineopldsicos
25,68, 112114 Este producto génico, asi como el Bcl-,,
aumentan el pH citosélico y de esta forma previenen la
acidificacién inducida por la estaurosporina, el v-abl,
el factor de estimulacién de los granulocitos (FSG), y al
parecer también por la edelfosina, compuesto que
también inhibe el antiportador Nat/H*15 23, 24,68, 114116,
En definitiva, cualquiera que sea el caso y sistema es-
tudiado, la via comin para resistir la induccién de una
apoptosis terapéutica en todos ellos estd mediada por
una variedad de diferentes mecanismos que, o bien
previenen la acidificacién celular o bien elevan el pH
citosélico y/o activan el antiportador Nat/H#23 ¢8. 100,
104,105 De esta manera se hace fécilmente comprensi-
ble por qué la estimulacién del antiportador Nat/H*
inhibe la apoptosis''” mientras que su inhibicién la in-
duce®s.

A pesar de que sea reconocido ampliamente que la
acidificacién es un fenémeno universal durante el pro-
ceso apoptdtico'ls 44 45 53,62, 108119 a5 jysto reconocer
de igual manera la existencia de alguna publicacién
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aislada en sistemas diversos sugiriendo desde que la
relacion acidificacién-apoptosis no es convincente'? a
incluso el fenémeno contrario''. En lo que ain existe
cierta controversia es si dicho cambio écido-bésico
ocurre en estadios tardios de un proceso de muerte ce-
lular favorecedor de la degradacion de las DNAsas,
que a su vez degradan el DNA genémico, o si dicho
cambio es temprano y predeterminante. Esto induce la
pregunta clave: si la acidificacién es causa o conse-
cuencia del proceso apoptético, y si ocurre cuando la
decisién de muerte celular ya ha sido determinada
irreversiblemente por otros mecanismos anteriores, co-
mo las lesiones en el DNA, alteraciones del huso acro-
maético, efc., o no'% 122, En este sentido, Angioli y cols.
han demostrado que la acidificacién del citosol en la
apoptosis mediada por retinamida en células leucémi-
cas es un fenémeno muy temprano'®. De igual mane-
ra, Matsuyama y cols. han mostrado que la acidifica-
cién del pH citosélico es asimismo un acontecimiento
temprano que regula la activacién de caspasas''’. Es-
tos hallazgos estan de acuerdo con los de Furlong y
cols., en los que la disminucién del pH citosélico pre-
cede la activacién de la fragmentacién del DNA indu-
cida por proteasas del tipo ICE'®. Otros grupos han
llegado a conclusiones similares'® 105,112 116,119,

En cuanto a la terapéutica, la apoptosis especifica
en células neoplésicas, desde la leucemia promielociti-
ca aguda al hepatocarcinoma, puede ser inducida es-
timulando la actividad de la caspasa-3 por medio de
acidificacién inducida por inhibidores del antiportador
Na*/H*, ya sea con amilorida o por otros métodos
asimismo estimuladores de la proteina Bax, u otros
mecanismos paralelos?# 4345 110.123125 Hay que resal-
tar que, lamentablemente, potentes inhibidores del in-
tercambio Na*-H* de reciente incorporacién, como el
cariporide (HOE-642) y similares, se hallan aon a la
espera de ser ensayados como compuestos antineoplé-
sicos potenciales selectivos.

El hecho de que otros inductores de la apoptosis se-
lectiva de las células cancerosas, como la edelfosina
(ET-18-OCHj5)'%, interfieran asimismo con la actividad
del antiportador Na*/H*, ha llevado a Besson y cols. a
deducir que la acidificacién artificial mediada por la
inhibicién del intercambio Na*-H*, y la consecuente re-
tencién intracelular de iones H*, participa activamente
en la accién de dicho compuesto, aunque ello no des-
carte ofros posibles mecanismos de accién''s. De for-
ma paralela, ofros tipos de agentes inductores de una
apoptosis especifica, como el A’-tetrahidrocanabinol
(THC), son capaces de inducir la apoptosis selectiva de
células neurales transformadas, asi como regresiones
clinicas de tumores cerebrales en ratas'?. Esto se ha
achacado a una acumulacién de ceramida, lo que, en
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apariencia paradéjicamente, origina una elevacién
transitoria del pH;, modificando asi la conformacién
de Bax y precediendo la apoptosis'?. Sin embargo,
estudios complementarios de estos mismos investigado-
res'?””, demuestran que los canabinoides estimulan la
cetogénesis en astrocitos, un mecanismo colateral, asi-
mismo acidificador, que durante muchos afios ha sido
reconocido por su efecto citotéxico sobre células can-
cerosas de diversas estirpes?® 128131,

Antiportador Na*/H* y pH; en la inactivacién de
oncogenes y virus oncogénicos

La transformacién carcinogénica mediada por algu-
nos de los oncogenes mds frecuentes en el cancer hu-
mano puede ser bloqueada por los efectos acidifica-
dores de la amilorida y/o sus derivados o, simplemen-
te, previniendo una alcalinizacién celular'®2. En este
sentido, la activacién de los oncogenes v-mos y Ha-ras
eleva el pH; por medio de la estimulacién del antipor-
tador Na*/H*, provocando el inicio de la fase S del ci-
clo celular y la sintesis de DNA. Lo més significativo es
que este fenémeno puede ser completamente contra-
rrestado previniendo el brote alcalino con amilorida?”
22,60-61,96,132_ Esto ha llevado a sugerir la utilizacién cli-
nica de farmacos de la serie amilorida en tumores de-
pendientes de la expresién de estos oncogenes'®>. Fi-
nalmente, los efectos inhibitorios, antitumorales y a su
vez disminuidores del pH celular (zona écido-bésica
inferior) de la amilorida y/o sus derivados, asi como,
en el lado opuesto, los efectos carcinégenos de eleva-
ciones indebidas de pH citosélico (zona dcido-bésica
superior), tanto en estudios celulares bésicos
(interiores) como en las diversas situaciones clinicas
(exteriores), han sido extensamente revisados en otras
publicaciones' 30 134,

Otras posibilidades terapéuticas surgen de los re-
cientes y ya citados hallazgos de Reshkin y cols. con
HPV. Estos autores han demostrado que la anulacién
de la alcalinizacién citoplasmética inducida por el
anélogo del amiloride DMA [5-(N,N-dimetil)amiloride]
inhibe el desarrollo del fenotipo transformado, el creci-
miento tumoral de carcinoma de cérvix y su desarrollo
posterior®. Estos hallazgos, junto al hecho de que la
replicacién viral, tanto en la sintesis como en estadios
més tardios, caiga drasticamente por debajo de un
cierto pH microambiental??%, hace que estos concep-
tos también hayan de ser tenidos muy en cuenta en to-
do futuro estudio sobre mecanismos intimos de actua-
cién de otros retrovirus como el VIH. Esta linea sugiere
la potencial importancia de estudios basicos sobre los
efectos de infeccién de HIV en el equilibrio homeostati-
co y écido-bésico intracelular?.
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El pH; en el tratamiento de la resistencia a farmacos
antineoplésicos (RMD): potencial y significado

Una gran variedad de compuestos utilizados para re-
vertir la resistencia a férmacos antineoplésicos, desde el
verapamil a la amiodarona, la bafilomicina A1, la ci-
closporina A, el tamoxifen, el DIDS, la nigericina, la
edelfosina, la amilorida y sus derivados, etc., disminuyen
significativamente el pH celular® 131417, 44, 45,100, 105, 106,
119,1341%7 En todos y cada uno de estos estudios se ha
considerado que el mecanismo mediador de la reversion
o superacion de la RMD es la hiperacidificacién celular
inducida por la utilizacién de cualquiera de estos farma-
cos. Un ejemplo clave de este problema es la relacion in-
versa entre el pH citosélico y la acumulacién intracelular
de doxorrubicina en células de cancer de pulmén huma-
no (Fig. 1). Asimismo, la disminucién del pH; sensibiliza
a las células cancerosas de diversas estirpes tanto a la
apoptosis como a la quimioterapia y a la hipertermia'®
14,110,119,138, 139 ' Cyriosamente, la Gnica publicacién que
ha mostrado resultados negativos en la superacién de la
RMD con derivados del amiloride no contiene estudios
complementarios sobre un posible efecto sobre el pH ce-
lular en dicho sistema en particular'®. Por el contrario, la
reversién de la RMD ha sido conseguida mediante la aci-
dificacién obtenida por inhibidores del intercambio
Na*/H* como la amilorida, o sus andlogos mas potentes,
en una amplia variedad de situaciones'# 1617134,

La inhibicién del antiportador Na*/H* no solo au-
menta de forma llamativa la sensibilidad tumoral a di-
versos agentes quimioterapéuticos, como el cisplatino,
la adriamiciana, el paclitaxel (S. J. Reshkin, comunica-
cién personal), efc., sino que también afecta positiva-
mente a los factores de especificidad y ratios terapeti-
cas tanto en hepatomas como en otros tumores malig-
nos!- 53 119.124,125.136 F| hecho de que la inhibicién del
antiportador Na*/H* sea capaz de causar una dismi-
nucién del pH;incluso por debajo del de las células de
origen, que incluso pueden verse no afectadas, indica
cierta selectividad terapéutica® 140,

En cuanto a posibles aplicaciones terapéuticas de
estos conceptos es importante apuntar que si la alcali-
nizacién celular aumentaba la resistencia a la adria-
micina hasta 2000 veces en células de céancer de pul-
mén humano'4, el fenémeno contrario, obtenido al im-
poner un gradiente transmembrana de pH de 2.9 (éci-
do dentro), logra que la concentracién intracelular de
doxorrubicina se multiplique al menos por 1004,

Por 0ltimo, la actividad alcalinzante de la H*+-ATPa-
sa, cuya misién es bombear protones fuera de la célu-
la, estéd también involucrada en el eflujo de farmacos
antineopldsicos por medio de la paralela expulsion de

iones H*2 7677119141 Esjq forma alternativa de induc-
cién de una alcalinizacion celular permite integrar dentro
del mismo modelo el hecho adicional de que los inhibido-
res especificos de la H*-ATPasa, como la bafilomicina A;,
induzcan la acumulacién intracelular y la citotoxicidad de
diversos antineopldsicos como la doxorrubicina™, el cis-
platino''?, e incluso induzcan la apoptosis tumoral’® 72,
Por el contrario, la elevacion del pH; confiere resistencia
al cisplatino''?. Evidencia adicional proviene de que la es-
timulacién de la H-ATPasa por G-GSF previene la acidi-
ficacion celular, anulando asi la apoptosis, mientras que
su inhibicién por bafilomicina A; la estimula''é. En resu-
men, toda la evidencia existente indica que cualquier in-
tento futuro de superacion de la RMD deberia de ser asi-
mismo enfocada inicialmente desde una perspectiva y di-
namica de desequilibrio écido-bésico, ya que es evidente
mas allé de duda alguna que su reversién puede ser con-
seguida, en diversos sistemas y por diferentes métodos,
merced a los efectos mediadores de una disminucién del
pH; en las células y tumores malignos® 13141846, 119,

Neovascularizacién, proceso metastatico y
antiportador Na*/H*

La relacién directa entre la estimulacién de la neo-
vascularizacién y una tendencia a la alcalinizacion ce-
lular no solo se produce en el contexto de la etiopato-
génesis sino, del mismo modo, y en lo que se refiere al
tratamiento, en la situacién opuesta. Es decir, parece
existir una relacién directa entre la anti-angiogénesis,
o inhibicién de la neoformacion y crecimiento de nue-
vos vasos sanguineos, con una dindmica “écida” de la
concentracién del H* intracelular. En este sentido, se
han hallado numerosos farmacos antiangiogénicos
que afectan negativamente la funcién del antiportador
Na*/H*, la H*-ATPasa, o incluso inducen al pH; hacia
la acidificacion'#? (Tabla I1).

A pesar de que los efectos farmacolégicos de estos
principios activos sean muy variados, en todos los far-
macos aqui descritos, en los que la relacién pH/angio-
génesis ha sido considerada, el mecanismo de accién
de todos ellos es mediado, una vez més, por la inhibi-
cién de la actividad del antiportador Na*/H*. Tal es el
caso del captoprilo, la edelfosina, la suramina o la
squalamina. Este Oltimo compuesto, por ejemplo, inhi-
be selectivamente la neoformacién de nuevos plexos
vasculares y bloquea el flujo de H* en células endote-
liales, inhibiendo la alcalinizacién y la proliferacién de
las mismas'“®. No obstante, en algunos casos como en
el de la suramina, el mecanismo de accién especifico
no ha sido totalmente aclarado, aunque se postula que
tanto éste como otros farmacos andlogos ejercen asi-
mismo mecanismos de accién pH-dependientes'4.
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TABLAII

Farmacos inhibidores dew la angiogénesis que a su vez bloquean el antiportador Na*/H*
(Orive G, Pedraz JL, S Harguindey. Angiogenesis and hydrogen ion (H*) dynamics: from pathogenesis to treatment. (ref. 142)

Factor Efectos sobre la angiogénesis Efectos sobre la dindmica i.c. de hidrogeniones
SURAMINA | Ang. y crecimiento tumoral | H*-ATPasa
SQUALAMINA | Ang. y crecimiento tumoral | APA Na+/H*
WARFARINA | sintesis de prostaglandinas Acidificacion del citoplasma
SULINDAC Induce apoptosis and | Ang. tumoral Interactoa con los H* de la intermembrana
GENISTEINA | tirosina kinasa, proliferacién y migracién de CE y el uPA | APA Na+/H*

CAPTOPRIL | Ang. | APA Na*/H*;

AMILORIDA | pPA | APA (NHE-T)
EDELFOSNA | Ang. | APA Na/H-

PEPTIDOS NATRIURETICOS | crecimiento de CE y Ang. | recuperacion del pH;
STAUROSPORINA | Ang. | APA Na*/H*

CE: célula endotelial; iPA: activador plasminégeno de urokinasa; APA Na*/H*: actividad del antiportador Na*/H*; | : Inhibicién; Ang: Angio-

génesis; NHE-1: antiportador Na*/H*-isoforma 1.

En cuanto al tratamiento oncolégico, al menos en lo
que afecta a la inhibicién de la neovascularizacién tu-
moral, algunos de estos compuestos son de fécil aplica-
bilidad clinica en un intento de detener el proceso me-
tastatico mediado por la angiogénesis tumoral (Tabla
Il). Entre ellos hay que considerar al menos: A) la edel-
fosina'45 14¢; B) el captopril'#’; C) diversos compuestos
de la serie amilorida®? '48; D) la squalamina'#?; y E) los
flavonoides tipo quercitina'®. Asi, la amilorida y sus
derivados més potentes han sido considerados como
muy efectivos, tanto en el fratamiento de la neovascula-
rizacién tumoral como en la de la retinopatia diabética
crénica y proliferativa? 5!, Muy significativamente, Ke-
llen y cols. lograron un efecto antimetastético completo
en tumores transplantados de mama utilizando 0nica-
mente amilorida®?. La amilorida, aparte de inhibir la
actividad del antiportador Na*/H* subtipo 1, bloquea
el activador de plasminégeno tipo uroquinasa y su re-
ceptor (UPA/pPAR)'%2. Contribuye de este modo a inhi-

ir la degradacién proteolitica de la matriz extracelu-
lar, una etapa fundamental tanto para la migracién de
células endoteliales en la formacién de vasos sanguine-
os como en la migracién de células tumorales en su de-
terminacion mefastatizante.

En definitiva, la evidencia acumulada en el estudio
de la neovascularizacién tumoral apunta a dos conclu-
siones significativas. Por un lado refuerza la idea de
que la alcalinizacién inducida por el antiportador
Na*/H* es un evento inicial en la transformacién mo-
ligna y posterior desarrollo tumoral, tal como ha sido
publicado recientemente?, y por otro apoya el hecho
de que farmacos inhibidores del intercambio Na*/H*
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puedan influenciar significativamente en la evolucién
clinica y en la terapéutica adyuvante y/o neoadyudan-
te del proceso metastético en diversos tumores huma-
nos y en diversas situaciones clinicas. En este sentido,
un caso de curacién aparente de carcinoma de ovario
metdstatico merced a tratamiento crénico con amilori-
da, ya sea como inhibidor del antiportador Na*/H* o
como inhibidor del activador de plasminégeno tipo
urokinasa, ha sido recientemente publicado'* (Fig. 3).

Regresion espontdnea del cancer y mecanismos
acido-basicos (REC)

Casi desde principos del siglo XX, diferentes proce-
sos o situaciones que tienen en comdn una profunda y
sostenida acidificacion microambiental y/o sistémica
obtenida por diferentes métodos y procedimientos y el
reconocido fenémeno de la regresién esponténea de
diferentes tipos de neoplasias, tanto en animales como
en seres humanos, han sido intimamente asociados en
una relacién causa-efecto. Tan pronto como en 1931,
el clasico tratado de Oncologia de Meyer achacaba a
la induccion de una acidosis, desde local a sistémica,
como el mediador esencial de la accién curativa de las
toxinas de Coley y del proceso febril'>4. Con anteriori-
dad incluso, Reding and Slosse habian llegado a las
mismas conclusiones'*> '%. La favorable influencia de
la acidificacién sobre la regresion del cancer, esponté-
nea o inducida, y curacién de una multiplicidad de tu-
mores animales transplantados ha sido reconocida de
igual manera durante muchos afios'*16? (para una re-
visién ver ref. 158). Hace ya décadas, Anna Goldfeder
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Fig. 3. Evolucién clinica y quimica (CA-125) de un paciente con carcinoma de ovario metastdtico tratado crénicamente con ami-

lorida. (Para més detalles ver ref. 153.)

ofrecié una racionalizacién del tratamiento acidético
de las neoplasias'®®. Anghileri, utilizando cloruro amé-
nico'¥”, Verne y Roth con écido acético'®!, Selawry con
écido lactico'®, y ofros mediante écido clorhidrico'®°,
repetidamente consiguieron regresiones y curaciones
completas de una multiplicidad de tumores transplanta-
dos. Severas acidosis sistémicas inducidas por procedi-
mientos quirGrgicos como la ureterosigmoidostomia
han sido asimismo consideradas como el mecanismo
esencial mediador en las regresiones “espontaneas” de
diversos cénceres en seres humanos'. Para una més
extensa consideracién de este tema y algunos de los
mecanismos involucrados en la, asi llamada, regresion
“espontanea” del cancer, ver refs. 165-168.

Implicaciones en ensayos clinicos
designados a inducir apoptosis selectiva
y superar la resistencia a agentes
citotoxicos, solos o en combinacion.
Conclusiones generales

Algunas revisiones sobre pH tumoral solamente lo-
gran, debido a una falta de conceptos claros y crite-

rios discriminativos, aumentar el grado de confusion?®.
Es necesario constatar asimismo la existencia de gra-
ves errores y malinterpretaciones en algunos de los
campos de investigacion bajo estudio, publicados in-
cluso en revistas cientificas de primera linea'®. Errores
de este tipo afectan muy negativamente la compren-
sion de fenémenos como la RMD, la apoptosis, la qui-
mioterapia, efc., confundiendo de esta manera muy
negativamente el presente y futuro del tratamiento del
céncer y la practica oncolégica en general. Dicha falta
de entendimiento puede influir también de manera ne-
gativa, asi como comprometer significativamente, line-
as correctas del desarrollo de dreas enteras de investi-
gacién oncolégica designadas a encontrar formas de
tratamiento menos téxicas y maés especificas. En este
sentido, refiriéndose a la interpretacion de los pioneros
estudios de Simon y cols. sobre la existencia de una
relacion inversa entre pH; y RMD'3, Preisler los malin-
terpreta completamente para afirmar que es una dis-
minucién del pH; lo que acompafia a la RMD,'¢’. Le-
yendo en sentido contrario los resultados mostrados
por dichos autores, Preisler propone que la acidifica-
cién celular puede jugar un papel directo en la induc-
cién de RMD. Este autor concluye erréneamente que
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una reducciéon del pH celular, sin importar la causa,
resultar& en un aumento de la resistencia a una varie-
dad de agentes citotéxicos. Es evidente que una con-
cienzuda inferpretacién de los datos asequibles de la
literatura en el campo de la RMD hace obvio que, des-
de un punto de vista cientifico, lo Gnico que seria cierto
es la interpretacion opuesta’ 8/ 11.13,14,18,

Paralelamente, la mayor parte de las més recientes
y completas revisiones sobre el papel de la apoptosis
en el cancer, incluso abarcando el campo de la activi-
dad de oncogenes, genes supresores, progresién tu-
moral, vigilancia inmunolégica y resistencia al trata-
miento, completamente ignoran cualquiera de los fac-
tores, hasta cierto punto mds universales y sencillos,
asi como accesibles a un entendimiento més profundo,
puestos de relieve en este trabajo'??. Lo cierto es que
cualquier agente acidificador de la célula, tales como
los inhibidores del antiportador Na*/H* de la serie
amilorida (HMA, etc.), que ya son selectivamente cito-
téxicos por si mismos'', funcionan sinérgicamente con
inhibidores de la ATPasa y otros agentes disminuido-
res del pH;. Es por ello por lo que tienen el potencial
de ser utilizados tanto como agentes antiproliferativos
por si mismos o como potenciadores de otras formas
de quimioterapia, aparte de en la superacién de la re-
sistencia a citotéxicos y de la neovascularizacién tu-
moral, y también como inhibidores del proceso metas-
tatico y fomentadores de la apoptosis tumoral®? ¢% 7%
170 A tenor de la evidencia preclinica y clinica existen-
te hoy en dia, se considera que esta es mas que sufi-
ciente para aconsejar la programacién de estudios cli-
nicos prospectivos en el tratamiento adyuvante y neo-
adyudante de diversos tumores en seres humanos utili-
zando fadrmacos, solos o en combinacién, tales como
la amilorida y derivados's® 170171 la edelfosina'4514,
el captopril'#, la squalamina'#, y ciertos bioflavonoi-
des'®.

Una concienzuda integracién jerarquica de los da-
tos disponibles en la actualidad en los diferentes cam-
pos oncolégicos aqui supervisados conjuntamente
aconseja, sea cual sea el sistema que se considere ba-
jo estudio, desde la neovascularizacién a la MDR y
desde el proceso metastético a la apoptosis selectiva,
dirigir la atencién de forma primordial a los cambios
en las dindmicas del ion de hidrégeno celular® 437, En
este sentido un cambio radical de percepcion es pre-
ceptivo si lo que se busca es poder acceder a un para-

igma mds comprensivo y omniabarcante en el estu-
dio e investigacion oncolégica en general, y de ahi a
un tratamiento de las enfermedades neoplésicas més
comprensivo, racional y completo, a la vez que maés
especifico y menos téxico.

A tenor de la experiencia y evidencia acumulada,
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un parémetro del metabolismo tan general como la di-
ndmica de la concentracién de H* en el céncer, se ha
convertido, paradéjicamente tal vez, en uno altamente
“especifico y patognoménico” en el entendimiento de
la naturaleza intima de la degeneracién neoplasica,
afectando de manera directa y fundamental a los prin-
cipales campos de investigacion, tanto en oncologia
bésica como clinica. El papel altamente significativo
de las dindmicas “elevadas” (alcalinas) y “bajas” (éci-
das) asi como “interiores” (bésicas) y “exteriores” (cli-
nicas) - los llamados “cuatro cuadrantes/cuatro nive-
les” - de la homeostasis celular, ya sea en el desarro-
llo, mantenimiento y progresién del estado neoplésico
en primer lugar, y en segundo lugar en mejorar la es-
pecificidad y selectividad de los diferentes enfoques y
éreas del tratamiento del cancer, es hoy en dia un
érea de creciente interés en miltiples campos de inves-
tigacién como los aqui considerados. En este trabajo
tan sélo hemos tratado de integrar, racional y jerar-
quicamente, la evidencia existente sobre un hecho in-
controvertible: que un mismo y Unico tipo de alteracion
fisiopatolégica es tan esencial como inicialmente res-
ponsable tanto de la transformacién oncogénica como
del mantenimiento del estado de actividad neoplésica
y de la progresién tumoral'? y, finalmente, de la resis-
tencia a la terapia farmacolégica y a la apoptosis.

Practicamente toda la bioquimica y biologia actua-
les indican la necesidad de un cambio cudlitativo de
enfoque, tal vez como Gnico camino que permita saltar
a un nuevo paradigma conceptual, més cientifico y
comprensivo, en el estudio y la comprensién sistemati-
ca de la degeneracion maligna. Esta actitud parece
mostrarse a su vez como una via nueva que hace facti-
ble una integracién sinérgica, jerdrquica y sintética de
una inmensa y creciente cantidad de datos y hallazgos
desperdigados e inconexos obtenidos hasta la fecha
junto a los nuevos avances sugeridos por todo el cuer-
po de la investigaciéon moderna del céncer.

El conjunto de hechos sintetizados en este trabajo
ofrece un nuevo modelo de percepcién, que hemos lla-
mado transestructural o energético, que lleva a pers-
pectivas mds integrales basadas en la existencia de
mecanismos cruciales, en ocasiones extremadamente
complejos, de una intima naturaleza écido-basica*'.
La dinémica intracelular del ion hidrégeno se ha con-
vertido en una herramienta extraordinariamente otil
como base de un prometedor modelo y enfoque inte-
gral que dirige hacia el hallazgo de formas de trata-
miento més especificas, selectivas y menos téxicas. Las
elevaciones sostenidas del pH celular en las células
cancerosas, tanto como los cambios crénicos microam-
bientales que preceden sistemdticamente a las neopla-
sias de las mucosas epiteliales del organismo, resumen
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el fracaso global de la regulacién medioambiental y
homeostdtica de la dinémica del ion hidrégeno a los
diversos niveles fisiolégicos, desde los molecualres a
los clinicos.

Los aspectos acido-basicos pertinentes que afectan
la apoptosis especifica y la lucha contra la RMD han
de ser considerados en la préctica como una posibili-
dad terapéutica real. La perspectiva aqui expuesta ha
transformado a la concentracién de H* en un blanco
clave en la terapéutica oncolégica, tanto en tumores
sélidos como en leucemias’ 3 111440, 69,125,136,172 Bgjo
la dinémica de este modelo conceptual se posibilita
asimismo un mayor acercamiento entre las més varia-
das disciplinas, desde la bioquimica y la biologia mo-
lecular a la inmunologia del céancer (LAK, BCG, TNF,
IFN_Gqu)H)O, ]73-]75.

Un enfoque estratégicamente global de la homeos-
tasis écido-bésica celular en el estudio del cancer ha
de incluir una estructuracién jerérquica que va desde
su perspectiva bioenergética® '8 52 5472101 g |q bioqui-
mica® ¢ % , al metabolismo intermediario®”: %7 %8 y a
la situacion clinica®?37: 134153, Una perspectiva integral
de este tipo ha de conducir necesariamente a una
comprension cada vez més amplia y profunda de los
mecanismos patogenéticos finales, tanto como a una
mas efectiva exploracién terapéutica en terapia antitu-
moral.

Dicha aproximacién permite enfocar bajo un mismo
marco parte del entramado de unas pobremente inte-
rrelacionadas dreas de la investigacion y tratamiento
del cancer''”: 178, un hecho que esté comenzando a in-
cidir en el fratamiento de diferentes tipos de neoplasias
en seres humanos'”?. Representa asimismo un modelo
inclusivo capaz de acceder a un mejor entendimiento
de los, por otra parte demasiado complejos, procesos
oncogenéticos, haciéndolo simulténeamente a tres ni-
veles: basico, preclinico y clinico. Finalmente, toda ten-
dencia hacia un enfoque integral y unitario se dirige a
proporcionar la posibilidad de desarrollar nuevas in-
tuiciones en lo que se refiere a las relaciones intimas e
intercambio funcional entre factores genéticos (trans-
cripcién genética) y medioambientales (dietéticos, car-
cinégenos quimicos, efc.).

A modo de conclusién general de carécter episte-
molégico se deduce que las tendencias dominantes en
la investigacién cientifica actual se hallan principal-
mente dirigidas a la obtencién de nuevos datos analiti-
cos y tecnolégicos. Esta mentalidad conlleva el peligro
de deslizarse hacia un excesivo grado de reduccionis-
mo y fragmentacién. Dicho desequilibrio necesita ser
continuamente compensado por un esfuerzo infegra-
dor hacia cosmovisiones més amplias, intuiciones més
profundas y deducciones que aspiren a modelos per-

ceptivos y paradigmas cientificos cada vez més sintéti-
cos y acogedores de la totalidad'”!. Un exagerado én-
fasis en el descubrimiento de un creciente nimero de
datos se convierte asi en una espada de doble filo,
que por una parte lleva a astillar inconexamente es-
tructuras basicas y esenciales. El resultado inevitable es
el imparable descenso hacia una creciente fragmenta-
cién del conocimiento, a lo que contribuye de forma
casi inconsciente el indudable éxito del progreso bio-
tecnolégico.

Uno de los principales blancos y aspiraciones de la
ciencia, y por extension de la medicina experimental,
siempre ha sido considerado como el esfuerzo dirigido
hacia una unificacién racional de la diversidad en or-
den a reducir las interconexiones al menor nimero po-
sible de conceptos mutuamente interdependientes'®.
Sélo asi se pueden crear estructuras nuevas de un or-
den de superior categoria como Gnicas armas creati-
vas contra el desequilibrio, la confusién, la desazén y
el caos'®. La meta final es dar sentido y superar esa
espada de doble filo que hace que la “materia” del
andlisis tecnolégico pretenda, primero diluir, y des-
pués destruir, la “mente” de perspectivas cientificas
més integrales, y por ello valiosas. Por ello se puede
afirmar finalmente que sélo asi el verdadero progreso,
mas allé de toda redundancia sin sentido por el cami-
no trillado, puede tener lugar.

Nota adiciondl

Después de la aceptacién de este trabajo, DiGiammarino
y cols. han determinado que la base molecular final para la
pérdida de la funcién supresora del gen p53 es un aumento
del pH; mediado por una mutacién Arg337 a His337 en car-
cinoma adrenocortical'82.
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