revisiones en

CANCER

SUMARIO

VOL. 13 NUM. 1

Introduccién a los métodos utilizados en Biologia Molecular
P. Iniesta 1

Terapia génica
M. Izquierdo 9

Efectos moleculares de las proteinas ras
L. Lucas, J. C. Lacal 16

Oncogenes nucleares
C. Caelles, A. Muiioz 27

El modelo experimental de la carcinogénesis de piel de raton.

Una vision integrada del céncer

M. Quintanilla, P. Frontelo, J. F. Santibanez, F. G. Scholl,

M. Garcia-Gallo, M. Iglesias 41



REVISIONESEN CANCER
Copyright © 1999 ARAN EDICIONES, S. A.

REev. CANCER (Madrid)
Vol. 13.N.° 1, pp. 1-8, 1999

Introduccion alos métodos utilizados en Biologia Molecular

P. INIESTA

Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular. Facultad de Farmacia. Universidad Complutense de Madrid

INTRODUCCION

El objetivo fundamental de la Biologia Molecular
consiste en |legar a comprender todos aquellos procesos
celulares que contribuyen a que lainformacion genética
se transmita eficientemente de unos seres a otros y se
exprese en los nuevos individuos. Actuamente, son
pocas las &eas de la Biologia Molecular que han
permanecido inalteradas con la aparicion de una serie
de técnicas, englobadas dentro del término genérico de
Ingenieria Genética o Tecnologia del ADN
recombinante.  Estas  técnicas  permiten  la
caracterizacion de los acidos nucleicos y también
proporcionan métodos para mantener en una misma
unidad replicativa genes procariéticos y eucarioticos,
crecer grandes cantidades de estas unidades noveles e
integrar estos genes en €l genoma de otro individuo (1).

Seria précticamente imposible desarrollar con
detalle, en un Gnico capitulo, todas las herramientas
metodologicas de las que dispone actuamente la
Biologia Molecular. Por ello y dada la naturaleza de la
publicacion, seguidamente se comentaran los aspectos
mas generales de esta metodologia, haciendo especial
mencion de aquellas técnicas que hoy dia se emplean en
los laboratorios de diagnéstico molecular del cancer.

EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS. ASPECTOS
GENERALES

L os procedimientos empleados para llevar a cabo la
extraccion de ADN y de ARN, aunque son similares,
difieren en algunos puntos como consecuencia de la
dificultad que entrafia la obtencién de moléculas de
ARN libres de degradacion. En ambos casos es
necesario e empleo de agentes quelantes de iones
divalentes, con objeto de inhibir la actuaciéon de las

nucleasas degradativas; también se hace imprescindible
€l uso de detergentes i 6nicos que actlian ayudando a que
se produzca la lisis de las membranas celulares, asi
como de enzimas proteoliticas que intervienen en la
separacion de los acidos nucleicos de las proteinas alas
gue se encuentran unidos en el interior de las células
(2,3).

En el caso de las moléculas de ARN, y debido ala
presencia en los tejidos de enzimas muy activas con poder
degradativo sobre este &cido nucleico, los métodos
empleados para su obtenciéon deben incluir el uso de
productos que desnaturalicen las ribonucleasas (4). El
aislamiento de ARNm, a partir de ARN total, sellevaa
cabo por cromatografia de afinidad utilizando columnas
gue contienen resinas unidas aligandos de desoxitimidilato
o de uridilato que, por complementariedad de bases, se
unen especificamente a las colas de poliadenilato
caracteristicas del extremo 3' de las moléculas de ARNm
de eucariotas.

Una vez extraidos, a partir de cultivos celulares o de
tejidos, tanto ef ADN como e ARN se purifican,
generalmente por procedimientos que incluyen
extracciones con disolventes organicos, y se concentran
por precipitacion en frio utilizando alcoholes y sales de
cationes monovalentes (5).

ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Para proceder al andlisis y caracterizacion de los
acidos nucleicos por cualquiera de las técnicas que se
considerardn a continuacion, es necesario, en la mayor
parte de los casos, redlizar una separacion de estas
moléculas por procedimientos el ectroforéticos (6).

L os soportes empleados, en estas electroforesis, son
geles de agarosa y geles de poliacrilamida. Las
moléculas a separar migran, en e seno del campo
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eléctrico aplicado, a una velocidad que es proporciona
alaintensidad de corriente aplicada; a tamafio, cargay
conformacién de las moléculas objeto de estudio; y ala
concentracion de la sustancia empleada para llevar a
cabo la separacion.

ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION. SU UTILIDAD EN LA
TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE

El descubrimiento de las enzimas de restriccion ha
sido considerado como un hecho clave para el desarro-
[lo de la Ingenieria Genética. Estas enzimas son endo-
nucleasas especificas que forman parte del sistema de
defensa de las bacterias frente a la invasion por bacte-
riéfagos. Se caracterizan porgque reconocen secuencias
especificas en e ADN produciendo cortes en la doble
cadena. La ruptura del ADN duplex, tras el reconoci-
miento de las secuencias “blanco”, permite obtener
fragmentos de menor tamafio y que son més féciles de
manipular parallevar a cabo los andlisis de caracteriza-
cion posteriores. Una de las aplicaciones méas comunes
de las enzimas de restriccidn es su uso en la elaboracién
de mapas fisicos, también llamados mapas de restric -
cion. El mapeo fisico consiste simplemente en lalocali -
zacion sobre una molécula de ADN de los blancos de
una serie de endonucleasas de restriccion. La posicion
de los blancos es de utilidad parareferenciar la posicion
de elementos genéticos y facilitar manipul aciones sobre
lamoléculade ADN (1,7-9).

Ademés, aprovechando la especificidad de las endo-
nucleasas de restriccion, se han desarrollado técnicas,
muy empleadas en los |aboratorios de diagnéstico mole-
cular, que permiten llevar acabo el andlisis de alteracio-
nes genéticas. Estos métodos se basan en €l polimorfis-
mo creado en la longitud de los fragmentos de
restriccion como consecuencia de la aparicién de cual-
quier anomalia que afecte a las secuencias concretas
reconocidas por estas enzimas. Asi, latécnica de RFLP
(Porlimorfismo en la Longitud de Fragmentos de Res -
triccion) proporciona marcadores para la caracteriza
cion de genes. Concretamente, se aprovecha la creacion
o eliminacién de sitios de restriccién para endonuclea-
sas concretas por efecto, bien de mutacionesen el ADN
caracteristicas de determinadas patologias, o bien por
efecto de diferencias genéticas en cromosomas homalo-
gos de individuos de lamisma especie. Tanto en un caso
como en otro, seleccionando endonucleasas de restric-
cidn que tengan su secuencia de reconocimiento en
sitio donde puede aparecer la ateracion, podremos
identificar ésta por la diferente longitud de los fragmen-
tos de restriccidn generados, es decir, por e polimorfis-
mo en la longitud de estos (10-12). En relacion con €l
cancer, es frecuente la aparicion, en tejidos tumorales,
de polimofismo en la longitud de fragmentos de restric-
cion asociados a desarrollo del tumor y que no se
observan en lamayoria de los individuos sanos.

Sin embargo, €l uso més generalizado de las enzimas
de restriccion hay que considerarlo en relacion con los
experimentos de clonacion génica (1,7-9). Estos proce-
dimientos permiten, en la actualidad, reaizar combina-
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ciones de genes y elementos genéticos procedentes de
organismos diversos que pueden ser introducidos en
células aisladas, animales o plantas, para ser incorpora-
dos a patrimonio genético del huésped y aprovechar
sus productos de expresién. Con todo dllo, la curacion
de algunas enfermedades por transferencia génica esta
dejando de ser ficcidn, y la obtencion de productos far-
macolbgicos a partir de animales transgénicos es una
realidad.

La clonacion satisfactoria de un gen requiere varios
elementos bésicos. En primer lugar, es necesario
disponer de un fragmento de ADN que contenga €l gen
de interés. Generalmente se trata de un fragmento de
restriccion, aunque a menudo se utilizan otros medios
de rupturadel ADN, como la oscilacién sonica, cuando
existe la posibilidad de que una enzima de restriccion
produzca un corte en € interior del gen diana. Los
extremos cohesivos pueden generarse también mediante
sintesis. En segundo lugar es necesario disponer de un
vector, es decir, unamoléculade ADN alaque quedara
ligado €l gen diana. Un vector puede ser cualquier ADN
que tenga un origen de replicacion y que pueda
replicarse tras su entrada en una célula apropiada. En
tercer lugar es necesario disponer de una técnica de
deteccion apropiada, es decir, de un método para
identificar las c8lulas que contienen el gen clonado, en
presencia de una enorme cantidad de células que no lo
tienen.

TECNICAS BASADAS EN PROCEDIMIENTOS DE
HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

HIBRIDACION. CONTROL DEL PROCESO

La hibridacion de é&cidos nucleicos consiste en €l
proceso por el cual dos cadenas sencillas de igua o de
diferente origen (dos cadenas de ADN, dos cadenas de
ARN o0 una cadena de cada tipo) se unen entre si por
establecimiento de puentes de hidrégeno entre bases
complementarias. Las moléculas asi formadas se
denominan hibridos. Todas las técnicas de andisis de
acidos nucleicos que derivan de procesos de hibridacién
se basan en € apareamiento del &cido nucleico objeto
de estudio con otra molécula de ADN o de ARN, de
cadena sencilla, de secuencia conocida y que se
denomina sonda.

La estabilidad del hibrido formado aumenta cuanto
mayor sea el grado de complementariedad asi como el
tamafio de la sonda. Otros factores a considerar en el
control del proceso de hibridacion son la temperaturay
la concentracion de agentes desnaturalizantes
empleados. Conforme se incrementen ambos
pardmetros se ird favoreciendo la ruptura de los enlaces
por puentes de hidrégeno que estén estabilizando el
hibrido. Por dltimo hay que considerar la fuerzaidnica
del medio. Cuanto mayor sea ésta més estable sera el
hibrido, ya que estaran neutralizadas en mayor medida
las fuerzas de repulsion electrostética de las cadenas de
acido nucleico que estan interviniendo en € proceso. El
rigor o astringencia de una hibridacion se varia
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modificando todos estos pardmetros, pudiendo de esta
forma discriminar entre hibridos perfectos y aquellos
gue no lo son.

PROCEDIMIENTOS DE MARCAJE DE SONDAS

Para reconocer la cadena de &cido nucleico que ha
hibridado con la sonda utilizada, normalmente es esta
dltima molécula la que se marca por diferentes
procedimientos. Dentro de los métodos de marcaje de
sondas podemos distinguir los procedimientos que
incluyen el uso de isétopos radiactivos y aguellos que
incluyen el uso de sustancias no radiactivas.

Entre los primeros procedimientos citados en el
parrafo anterior cabe citar €l marcaje con polinucledti -
do quinasa, enzima que catalizalatransferenciadel gru-
po fosfato situado en posicion g del ATP radiactivo al
extremo 5’ de la molécula de &cido nucleico que se uti-
liza como sonda. Este método se emplea fundamen-
tamente para marcar oligonucledtidos (5). Para sondas
de mayor tamafio es muy utilizado el procedimiento de
primado al azar (random primer), el cual incluye la uti-
lizacion de una ADN polimerasa que cataliza la sintesis
de una sondaradiactiva. Esta enzima generamente es el
fragmento Klenow de la ADN polimerasal de E. coli y
Ileva a cabo su actividad copiando la cadena de ADN,
gue se emplea como molde, incorporando desoxinucle-
6tidos marcados que se encuentran presentes en la mez-
cla de reaccién. Como cebador, parainiciar la sintesis
de la cadena que va a ser empleada como sonda, esta
ADN polimerasa utiliza una mezcla de hexanucledtidos
con todas | as secuencias posibles, detal formaque algu-
no de ellos hibrida con el ADN molde, previamente des-
naturalizado (13,14). Otro método radiactivo, también
empleado en el marcaje de sondas de gran tamario, es €l
marcaje por traslado de la “mella” (nick trandation).
En este caso intervienen en lareaccion unaADNasay la
ADN polimerasa | de E. coli. La ADNasa produce cor-
tes a azar en las dos cadenas de la molécula de ADN
gue se vaamarcar, es decir, actGa provocando la apari-
cion de “mellas’ en e ADN; seguidamente la ADN
polimerasa va sintetizando nuevos fragmentos en los
lugares donde se han producido las “mellas’, incorpo-
rando desoxinucledtidos marcados al mismo tiempo que
degrada el ADN previo gracias a su actividad 5® 3
exonucleasa (5,9). Por Ultimo, en cuanto a los procedi-

INTRODUCCION A LOS METODOS UTILIZADOS EN BIOLOGIA MOLECULAR 3

mientos de marcaje radiactivos, hay que citar la sintesis
de ribosondas, técnica que difiere de las citadas hasta el
momento porque, en este caso, la sonda marcada es de
ARN. Para llevar a cabo este proceso se utilizan vecto-
res plasmidicos con promotores parala ARN polimera:
sa de determinados fagos. En el extremo 3' del promo-
tor se inserta e fragmento de ADN cuyo transcrito
quiere utilizarse como sonda. Al incubar € plasmido
con laARN polimerasa correspondiente al promotor, en
presencia de nucledtidos radiactivos, se obtiene lasonda
de ARN (9).

En el momento actual y debido a los inconvenientes
gue conlleva el uso de isétopos radiactivos, cada vez se
estd extendiendo més e empleo de técnicas no
radiactivas para € marcaje de sondas. Entre éstas, las
mas utilizadas son las que se basan en la incorporacion
de nucledtidos marcados con Digoxigenina. Las
nucledtidos unidos a esta sustancia de naturaeza
esteroidica pueden incorporarse en la sintesis de sondas
de ADN o de ARN que, después de lahibridacion, van a
ser detectadas por ensayos inmunoenziméticos. Para
realizar estos ensayos se utilizan anticuerpos
antidigoxigenina conjugados a una enzima que
generalmente es la fosfatasa alcalina. En presencia de
un sustrato de la enzima se da lugar, posteriormente, a
una reaccién de quimioluminiscencia o a una reaccién
coloreada que permite la deteccion del hibrido (9).

TECNICAS DERIVADAS DE PROCESOS DE HIBRIDACION
Southern-blot

El méodo de Southern-blot tiene utilidad en la deteccion
de secuencias especificas contenidas en una determinada
moléculade ADN. En general, este ADN forma parte de
una mezcla de fragmentos generados por digestion con
endonucleasas de restriccion a partir de ADN gendmico.
L os fragmentos obtenidos en esta digestion son separados
por procedimientos eectroforéticos, desnaturdizados y
transferidos por capilaridad a una membrana de nylon o de
nitrocelulosa alacua sefijan. Posteriormente sellevaa
cabo la hibridacion con una sonda especifica de la
secuencia que se quiere analizar y € hibrido formado se
identifica generalmente por medio de una autorradiografia
(15) (Fig. 1).

Laténicade RFLP, citada en un apartado anterior, es
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Fig. 1: Esquema del Sothern-blot

11



4

considerada por muchos autores como una técnica
derivada del Southern-blot, ya que en ella se lleva a
cabo una separacion electroforética de fragmentos de
ADN obtenidos por digestion con endonucleasas de
restriccion. Existe tambien una variante del RFLP
acoplada a la Reaccion en cadena de la Polimerasa
(PCR), muy utilizada actualmente en laboratorios de
diagndstico molecular, que se comentara en un apartado
posterior dedicado integramente a la PCR y métodos
derivados de la misma.

Asimismo, derivada del Southern-blot y del RFLP es
la técnica del andlisis de la huella dactilar del ADN
(DNA fingerprinting). Con este mé&odo es posible la
identificacion de regiones hipervariables que aparecen
en el genoma humano y que son caracteristicas de cada
individuo. En este procedimiento se detectan cambios
de secuencias que afectan a dianas de restriccion y que
originan, por tanto, diferencias en los tamafios de cier-
tos fragmentos del ADN.

Northern-blot

El Northern-blot es una técnica equivaente al Sout-
hern-blot, pero referida a ARN. El conjunto de ARNS,
extraidos a partir de un material biol6gico, se separa por
electroforesis teniendo en cuenta la tendencia que tie-
nen estas moléculas a formar estructuras secundarias,
razon por la cual es necesario incorporar al gel agentes
desnaturalizantes. El andlisis por Northern-blot se usa
fundamentamente para deteccion y cuantificacion de
ARN mensajeros especificos (16,17).

Proteccién a nucleasas

La técnica de proteccion a nucleasas se utiliza para
identificar secuencias de un fragmento de ADN que se
transcriben a ARN. Las moléculas de ARN, extraidas a
partir de una muestra biol6gica, se hibridan en solucion
con un fragmento de ADN marcado, de tamafio conaoci-
do, que se utiliza como sonda. Los hibridos formados,
después de ser digeridos con nucleasas para eliminar las
regiones de cadena sencilla, son separados €l ectroforéti-
camente. Finalmente, se lleva a cabo la deteccion de los
hibridos, lo cua nos permite conocer los transcritos
especificos del fragmento de ADN marcado que hasido
utilizado. Existen variantes de este método en las que se
utiliza una sondade ARN en lugar de ADN (18).

Run-on

En e estudio de caracterizacion de moléculas de
ARN, € ensayo de run-on nos informa acerca del nivel
de sintesis de un determinado ARN mensgero, a
diferencia del Northern-blot o del ensayo de proteccion
a nucleasas que son técnicas que proporcionan
informacién sobre el nivel de un determinado ARN
mensaj ero, en un momento dado. Es decir, €l run-on nos
permite medir la tasa de transcripcién de un gen. En la
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préctica, los nicleos celulares, previamente extraidos,
se incuban con nucledtidos marcados de tal forma que
se va obteniendo e ARN marcado “in vivo”. El ARN
marcado recién sintetizado se hibrida con las secuencias
de ADN cuyatranscripcion se desea estudiar (9).

Sot/Dot-blot

Este método es (til tanto en el andlisisde ADN como
en el de ARN. Consiste en la fijacion de las moléculas
objeto de estudio a membranas de nylon o de
nitrocelulosa para posteriormente redizar la
identificacion de secuencias especificas. En este caso no
se lleva a cabo una separacion electroforética previa,
razéon por la cual la técnica de Slot/Dot-blot puede
considerarse menos especifica que las citadas
anteriormente (19-21).

Hibridacion “ in situ”

La hibridacion “in situ” nos permite identificar y
cuantificar secuencias especificasde ADN o de ARN en
cortes histolégicos o en células en cultivo. De forma
previa a proceso de hibridacion, con objeto de que la
molécula empleada como sonda pueda llegar a lugar
donde se encuentra su secuencia complementaria en el
interior de las células, es necesario permeabilizar éstas
por tratamiento con proteasas (9).

METODOS BASADOS EN LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Latécnicade la PCR, descrita por Mullisy cols (22)
en 1987, harevolucionado el andlisisdel ADN desde su
introduccion en los laboratorios, tanto a nivel de
investigacion héasica como de diagnostico clinico
(23,24). Esta reaccion, en principio preparativa,
consiste en la sintesis enzimética “in vitro” de un
elevado nimero de copias de un determinado fragmento
de ADN, y se basa en la hibridacion y extension de dos
oligonucledtidos que actian como “primers’ o
cebadores de la ADN polimerasa que catdiza la
sintesis. Estos cebadores flanquean la region objeto de
amplificacion en la doble cadena del ADN.

El primer paso de la reaccién consiste en la
desnaturalizacion del ADN que va a ser amplificado,
con objeto de que los cebadores puedan hibridar con la
regiéon de la que son complementarios en el segundo
paso de lareaccion. En el tercer paso se llevaa cabo la
extension o copia de las nuevas cadenas a partir de los
grupos hidroxilo situados en e extremo 3’ de los
cebadores, sobre los que la polimerasa va incorporando
los nucledtidos complementarios a los de las cadenas
gue actian como moldes (Fig. 2). Los tres pasos
descritos. desnaturalizacion, hibridacion y extensiéon o
elongacion se redlizan a diferentes temperaturas que
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Fig. 2: Esquema de las reacciones que conforman un ciclo de
la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

deben gjustarse en cada caso y |os tres constituyen un
ciclo de la reaccion. Ciclos repetitivos traen como
consecuencia la  acumulacion  exponencia  del
fragmento que se estd amplificando y que se define por
losextremos 5’ de los cebadores que se estéan utilizando.

La enzima empleada en la PCR es la Tag ADN
polimerasa, la cual se obtiene a partir del Termophylus
aquaticus y presenta la caracteristica de ser resistente a
las altas temperaturas a las que se redliza el proceso de
desnaturalizacion (25).

En los Ultimos afios se han puesto a punto una serie
de técnicas, basadas en la PCR, que presentan gran
utilidad en & estudio del polimorfismo genético
causado por la presencia de mutaciones puntuales,
pérdidas alélicas 0 pequefias deleciones o inserciones
ocasionadas en genes que aparecen como responsables
del desarrollo tumoral (26-29).

VARIANTESDE LA PCR

RT-PCR (Transcripcion inversa-Reaccién en cadena de la
polimerasa)

Esta metodologia permite amplificar por PCR
secuencias de ADN que han sido obtenidas a partir de
moléculas de ARN mensgjero. La transcriptasa inversa
copia las secuencias de ARNm, dando lugar a
moléculas de ADNc, las cuales pueden ser
seguidamente amplificadas por PCR. Estos ensayos
permiten obtener fragmentos amplificados libres de
secuencias intronicas.

Multiplex-PCR (Amplificacién mdltiple)

Por medio de esta variante de la PCR es posible
amplificar, en la misma reaccion, varios fragmentos
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génicos. Como resultado se obtienen amplificados
varios fragmentos de ADN, tantos como pares de
cebadores se hayan utilizado. En esta estrategia se
seleccionan cebadores con temperaturas de hibridacion
similaresy, a ser posible, que amplifiquen productos de
diferentes tamafios, con objeto de verificar todasy cada
una de las amplificaciones (30).

Nested PCR (PCR anidado)

Consiste en la readizacion de dos amplificaciones
sucesivas de lamisma secuenciade ADN. En laprimera
PCR se utiliza una pareja de cebadores localizados
externamente con respecto a los que van a ser
empleados en la segunda PCR. Esta estrategia se
emplea para amplificar secuencias de copia Unica que
son minoritarias en la poblacion analizada (31).

Reaccién en cadena de la polimerasa aplicada al estudio del
polimorfismo conformacional del ADN monocaterario (PCR-SSCP)

Es un método desarrollado por Hayashi y cols. en
1989. Latécnica se basa en la estructura secundaria del
ADN de cadena sencilla (32). Se trata de un
procedimiento sensible para la deteccion de cambios
puntuales que tienen lugar en secuencias de ADN (33-
35,26-29). El método incluye el marcaje y amplificacion
simultdnea de fragmentos especificos de ADN.
Seguidamente, por eectroforesis en geles de
poliacrilamida no desnaturalizantes, en los cuales la
movilidad del ADN depende de su tamafio y de su carga,
es posible llevar a cabo |a separacion de fragmentos que
difieran en su composicion en un Unico nucledtido.

Esta técnica se utiliza con frecuencia, como método
de “screening”’, en laboratorios de diagnostico
molecular del cancer (Fig. 3).

N T
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Fig. 3: PCR-SSCP aplicada a la deteccion de mutaciones en
células tumorales. La figura muestra tres patrones de bandas
procedentes de ADN obtenido a partir de células tumorales de
tegjido colorrectal (T) que son diferentes a los obtenidos en los

correspondientes controles de tejido normal (N). Los produc -
tos amplificados corresponden al exén 7 del gen p53.
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Reaccion en cadena de la polimerasa utilizando “ primers’
arbitrarios (AP-PCR)

En este procedimiento la PCR se lleva a cabo
empleando “primers’ o cebadores que hibridan
arbitrariamente a lo largo del ADN gendmico. De
esta forma es posible amplificar “al azar” y de forma
simultanea diferentes locus de cualquier genoma. En
cada reaccion se emplea un Unico cebador que actia
como “sense” y como “antisense” parala PCR que
inicialmente se desarrolla en condiciones de baa
astringencia, lo cual permite la hibridacion del
cebador en miltiples locus; posteriormente, variando
las condiciones de la reaccion, se seleccionan algunas
de las secuencias con las que e “primer” ha
hibridado inicialmente. [Esta técnica permite
identificar una gran variedad de alteraciones
genéticas (36).

Aplicada a diagnéstico molecular del cancer, la
técnica de AP-PCR hace posible, comparando el
patron de fragmentos amplificados en ADN
procedente de tegiidos tumorales con €
correspondiente patron de amplificaciones en el tejido
no tumoral, detectar diversas alteraciones que se
traducen en variaciones en la intensidad o en la
movilidad de los fragmentos separados por
electroforesis (37,38).
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Reaccion en cadena de la polimerasa utilizada para e estudio del
polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccién (PCR-RFLP)

La ventgja derivada de la combinacién de ambas
metodologias radica en la posibilidad de crear o
eliminar, de manera artificial, sitios de restriccion para
endonucleasas especificas, lo cual se logra disefiando
cebadores apropiados. De esta forma se han establecido
protocolos en los que, de forma bastante sencilla, es
posible detectar mutaciones puntuales en genes
relacionados con la aparicién de diversas patologias
moleculares (39) (Fig. 4a).

Identificacion de polimorfismos en el ADN por electroforesis en geles
con gradientes desnaturalizantes

La separacion electroforética se basa, en este caso, en
que moléculas de ADN amplificadas por PCR que
presentan entre si pequefias diferencias en su secuencia
nucleotidica, van a diferir sensblemente en sus
propiedades de fusion. Este hecho provoca que migren de
formaligeramente distinta en un gel de poliacrilamida que
contenga un gradiente lineal de algin agente
desnaturaizante  (40,41). Entre los  agentes
desnaturalizantes utilizados es frecuente el empleo de
sustancias quimicas o bien gradientes de temperatura (42).
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Fig. 4: @) PCR-RFLP aplicada a la deteccidn de mutaciones en el coddn 12 del gen K-ras en muestras de tumores no microciticos
de pulmon. En los carriles 1 y 2 aparecen las bandas correspondientes a la amplificacion por PCR de la regidn génica que contie -
ne la mencionada secuencia; en las muestras de los carriles 3y 4 del gel se ha llevado a cabo una digestion del producto de PCR
con la enzima BstN1 y corresponden a casos negativos para la mutacion; las muestras localizadas en los carriles 5y 6 han sido
asimismo digeridas y presentan una mutacién monoalélica en e codén 12 de K-ras. En € carril 8 aparecen un conjunto de frag -
mentos de tamafio conocido (patron). b) caracterizacion por € método de secuenciacion de Sanger de la mutacion detectada en el

estudio a).
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PCR-hibridacion “ in situ”

Latécnica de PCR acopladaalahibridacion “in situ”
permite la localizacién, en preparaciones histolégicas,
de células aidadas afectadas de una determinada
alteracion (43).

Protocolo TRAP (Protocolo de amplificacion de | as repeticiones
teloméricas)

El método TRAP (44) permite detectar los niveles de
actividad telomerasa presentes en las células tumorales
(Figura ). El protocolo se llevaacabo en dos pasos. En
primer lugar, la telomerasa presente en los extractos
proteicos afiade repeticiones teloméricas TTAGGG a
extremo 3 de un cebador sintético marcado. En un
segundo paso, los productos de elongacién de la
telomerasa son amplificados por PCR empleando
cebadores especificos. Como resultado se obtienen
productos amplificados de distinta longitud que
contienen las repeticiones hexaméricas afadidas por la
telomerasa. Las diferencias en tamafio entre los
diferentes productos de PCR obtenidos son, por tanto,
de 6 pb y pueden visualizarse por electroforesis en geles
de poliacrilamida. Estas diferencias son indicativas del
nivel de actividad de la enzima.

SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Las técnicas de secuenciacion de écidos nucleicos
son las que permiten una mejor caracterizacion de estas
moléculas. De todos los métodos existentes, los més
empleados actualmente en los laboratorios son el
método quimico descrito por Maxam y Gilbert y, sobre
todo, € método enzimético del terminador de cadena
descrito por Sanger.

Método de secuenciacion de Maxamy Gilbert

Con esta técnica se lleva a cabo la secuenciacion de
una cadena de ADN que ha sido previamente marcada
en su extremo 5’ (45). El molde marcado se somete a
cuatro reacciones, incluyendo en cada una de ellas
diferentes reactivos quimicos; de esta forma, en cada
caso se corta quimicamente la cadena de ADN a nivel
de un determinado nucledtido y, como consecuencia, se
generan fragmentos marcados de distintos tamafios que
pueden ser separados en geles de poliacrilamida que
contengan urea como agente desnaturalizante (46).
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INTRODUCCION

Entendemos por terapia génica en humanos latransfe-
renciade un &cido nucleico (ADN o ARN) aun paciente
con fines curativos. Los distintos tipos de cancer constitu-
yen una enfermedad complejay multigénica producida
por lacombinacion de alteraciones (mutaciones) en onco-
genesy genes oncosupresores. El origen de las mutacio-
nes puede ser por herencia o por adquisicion alo largo de
lavidadel individuo. EI componente hereditario en el
desarrollo de un cancer eslimitado, siendo lagran mayo-
riadelostumores solidos e resultado de ateraciones acu-
muladas alo largo de varios afios y que afectan de manera
directa o indirecta a genes implicados en la proliferacion
celular (tumores benignos), asi como genes que intervie-
nen en la adhesion y movilidad de las células (tumores
malignos). Los canceres con un componente hereditario
son aquellos en los que e individuo nace con aguna alte-
racion en un oncogeén o gen oncosupresor. En estos casos,
laenfermedad se manifiesta a edades més tempranasy en
varios miembros de una misma familia. Un minimo de
cuatro o cinco alteraciones acumuladas parecen ser nece-
sarias para que la célula revoque la decision de quiescen-
ciaeinicie unaproliferacion no programada.

L as técnicas de biologia molecular e ingenieria gené-
ticahan permitido € aisamiento y caracterizacion deun
gran nimero de oncogenes y genes oncosupresores que
contribuyen en el desarrollo de un tumor. La aplicacion
de unaterapia génica precisa de un diagndstico genético-
molecular del cancer. Estamos en los comienzos de diag-
nosticos personaizados en los que la utilizacion de
“microchips’ portadores de todos |0s oncogenesy genes
oncosupresores descritos permite el conocimiento de
cuales de €ellos estan presentes, amplificados o ausentes

* (Nota aclaratoriac En esta revision los genes se denominan en
mindscula y cursiva, las proteinas correspondientes con la inicial en
mayuscula).

23

enlacé8ulatumoral versuslacéulanormal deunindivi-
duo. Esto permitira una terapia génica personalizada en
laque se utilice la estrategiaméas acorde a tipo de dtera-
ciones observadas a nivel molecular (1,2).

L os genes terapéuticos se introducen y amplifican en
vectores virales por técnicas de ingenieria genética. La
terapia génica ha de contar ademés con un sistema efi-
caz de entrega del producto génico a lugar donde es
reguerido y de un mecanismo eficiente de entrada en la
célulatumoral. Laexpresion del transgén (gen transferi-
do) una vez dentro de la célula debe asimismo estar
garantizada.

En laactualidad se estan llevando a cabo varias estra-
tegias de terapia génica para el tratamiento de tumores,
la mayoria de ellas han pasado de |la fase experimental
en animales alafase de ensayos clinicos. No esta siendo
facil adaptar el sistema animal a humano y las causas
pueden ser triviales o profundas. Los resultados obteni-
dos hasta é momento son en general buenosy capaces
de erradicar tumores en animales de experimentacion,
pero no son excesivamente féciles de de extrapolar alos
casos clinicos humanos. No se pretende en estarevision
ser exhaustivos; analizaremos solamente algunas de las
estrategias que han tenido éxito en animales de experi-
mentacién y que aln no han logrado una respuesta anti -
tumoral contundente en el ser humano.

ESTRATEGIAS DE TERAPIA GENICA CONTRA EL CANCER

El andlisis de las distintas terapias génicas que en la
actualidad se estan empleando contra el cancer nos per-
mite establecer seis categorias. Primera: mecanismos
paraimpedir la expresion de oncogenes cuya activacion
haya contribuido al desarrollo del tumor. Este tipo de
terapias va estrechamente ligado a un diagndstico genéti-
co-molecular eficaz y personalizado que permita conocer
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los oncogenes que se sobre-expresan en la célulatumord.
Segunda: utilizacion del gen oncosupresor p53(*) como
diana de laterapia. p53 es uno de |os genes que con

mayor frecuencia se encuentra alterado en tumores soli-

dos humanosy cuyas funciones son mdltiples. Ademas
de ser un factor de transcripcién, p53(*) puede detectar
dafiosinfringidos en el ADN y pardizar ladivisién celu-
lar hasta que e darfio sea reparado. Puede asimismo indu-
Cir apoptosis S los dafios estimados son considerables. Se
le ha comparado con un policiamolecular que velapor la
integridad fisicadel ADN y es capaz de inducir mecanis-
mos correctores 0 mortales. En cultivos celulares que

carezcan de P53 funcional, las propiedades neoplésicas
pueden revertirse con lallegada de una copia normal del

gen. Latercera categoria esta representada por las tera-

pias que incrementan lainmunogenicidad tumoral. Los
tumores por su propiaidiosincrasia no son inmunogéni-

cos ya que de haberlo sido no hubieran prosperado, pero
hay maneras de convertir lacdulatumoral en dianadelas
clulasT citoliticasy estimular un rechazo inmunol 6gi-

co. Laintroduccion de los genes correspondientes a las
citoquinas: interleuquinas 2 6 4, asi como €l factor dela
necrosis tumora a, son gemplos de ello. Una cuarta
estrategia es la destruccion de la célulatumoral con vec-
tores portadores de genes asesino-suicidas condicionales.

Estos vectores, unavez dentro de la célula, provocan la
muerte de la misma en presencia de un compuesto, en
principio inocuo, que es modificado hacia una version
téxica por el producto del gen “terapéutico”. Muchos de
estos sistemas provocan ademés un efecto mortal “colate-
ral” en células préximas ala que produce el compuesto
téxico. La quinta estrategia consiste en terapias antian-
giogénicas que impiden el desarrollo de un tumor de
modo indirecto interfiriendo con las neovasculariza-
ciones asociadas atodo tumor y eliminando su suministro
de oxigeno y nutrientes. La angiogénesis se produce
como respuesta a un aumento de factores de diversa indo-
le (angiogénicos) que superan la presencia de otros
(antiangiogénicos) que, normalmente mantienen la proli-
feracion delas cdlulas endoteliales, que forman los vasos
sanguineos, bajo un estricto control. En la célulatumoral,
gue produce ambos tipos de factores, |os niveles de deter-
minados factores angiogénicos superan los antiangiogé-

nicos inicidndose una proliferacién y migracién de célu-
las endotelides que culminard con la formacion de
nuevos vasos arropando la masatumoral. Laterapia géni-
caconsiste en entregar en tumores incipientes genes pro-
ductores de proteinas antiangi ogénicas capaces de subir
los niveles de estos factores por encima de |os angiogéni-
cosinclinando la balanza hacialano vascularizacion del

tumor. Lasextay Ultima categoriala constituyen las tera-
pias combinadas en las que un mismo vector puede entre-
gar auna célula genes capaces de estimular una respuesta
inmune, genes antiangiogénicosy un gen asesino-suicida
condicional.

ESTRATEGIAS CONTRA ONCOGENES CONCRETOS

Tanto los tumores s6lidos como las leucemias y lin-
fomas, exhiben una sobre-expresién de algunos onco-
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genes mutados; la malignidadde las células podria
desaparecer impidiendo la expresion del/los oncoge-
nes por administracion de pequefios oligodesoxinucle-
otidos complementarios alos ARNmy ADN corres-
pondientes. Estos oligonuclebtidos son moléculas de
ADN o ARN de banda simple sintetizados in vitro y
modificados quimicamente en e grupo fosfodiester
para hacerlos resistentes a las nucleasas; tienen un
tamario de entre 15y 20 nucle6tidos, pudiendo intro-
ducirse por simple difusion en las células de un orga-
nismo. El oligonucledtido actia a nivel de ARNmy
ADN, impidiendo por una parte la traduccién en el
citoplasma del mensgjero y por otrainterfiriendo con
latranscripcion en el nlcleo. Han tenido éxito en culti-
vos celulares in vitro oligonucleétidos contra ras, raf,
myc, myb, ber-abl, bcl-2, y contra el factor de creci-
miento semejante a lainsulina, entre otros. En huma-
nos se han utilizado construcciones que expresan un
ADN antisentido respecto al factor de crecimiento
similar ainsulina (FCI-1 o IGF-1 en version anglosa-
jona) que va asociado al desarrollo de tumores cere-
brales malignos (glioblastomas) (3) y contra el recep-
tor del factor de crecimiento epidérmico (rFCE o EGFr
en versién anglosajona) que se sobre-expresa en
muchos tumores humanos entre |os que se encuentran
los carcinomas de células escamosas de cabezay cue-
[lo. En este Ultimo caso, se construyeron plasmidos
recombinantes que expresaban la hebra de ADN anti-
sentido (y complementariaal ARNm del rFCE) bajo €l
control de un potente promotor constitutivo (ARN-
U6). El ADN recombinante arropado por liposomas,
seinyecto in situ en tumores humanos crecidos subcu-
taneamente en ratones desnudos. El resultado fue una
inhibicion total de la expresion del rFCE, una induc-
ci6én de apoptosis y total regresion tumoral (4). Tam-
bién han sido desarrollados métodos de inhibicién del
oncogén ras, asi como mezclas de oligonucledtidos
contra quinasas.

TERAPIAS BASADAS EN EL GEN ONCOSUPRESOR p53

Dos de las modalidades més interesantes descritas
son, por una parte, la entrega de una copia hormal del
gen oncosupresor p53 a células tumorales que tienen €
gen dterado y por otra, la llegada de adenovirus dele-
cionados en ela a tumores deficientes en p53. Ambas
modalidades se han probado en pacientes con canceres
de diversostiposy muy especialmente en cancer de pul-
mon. Las estrategias y vectores han sido variados por 1o
gue se analizaran algunos casos concretos.

En células en cultivo deficientes para p53 (linea celu-
lar 9L, gliosarcoma), se ha observado que la entrada de
adenovirus recombinantes portadores del gen mutado,
induce apoptosis en 24 horas (5). En un estudio (6) se
trataron nueve pacientes aguejados de cancer de pul-
mon, “de células no pequefias’ y que no respondieron a
tratamientos convencionales, con retrovirus portadores
de p53 funcional bajo € control del promotor de la b-
actina. La terapia se aplicé por inyeccion directay tres
de los pacientes mostraron una disminucién del tumor
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asociada a una supervivencia de 20-22 semanas después
del tratamiento. En otros tres pacientes se estabilizé el
proceso de crecimiento con supervivencias de 9-17
semanas, mientras que tres mas, no superaronlas 3, 4y
6 semanas de vida. Se verifico la presencia del transgén
(en algunas regiones del tumor), hasta en un 20% de las
células, siendo mayoritario no obstante, el porcentaje de
células que no recibieron una copia del gen terapéutico.
En un estudio posterior (7) se trataron 21 pacientes con
el mismo tipo de cancer (de las células no pequefias de
pulmén) utilizando en este caso un vector adenoviral
por tener los adenovirus tropismo por las mucosas de
las vias respiratorias. Los pacientes no se curaron pero
toleraron bien hasta seis inyecciones intratumorales
mensuales y se indujo apoptosis evidenciada en las
biopsias analizadas. En un tercer estudio (8) se trataron
15 pacientes con alteraciones enp53, administrando una
sola inyeccidn de adenovirus defectivos portadores de
una copia normal del gen dafiado. En seis de los pacien-
tes se detectd expresion de P53 normal y en ninguin caso
se observéd toxicidad clinica apreciable. Aungque en
todos los casos analizados se observa la induccion de
apoptosis ocasionada probablemente por la expresion
de p53, ninguno de estos resultados son suficientemente
definitivos para poder generalizar la terapia. La limita-
¢ion més acusada es la incapacidad de |os vectores para
infectar todas |as células neoplasicas.

Una terapia dternativa, que también tiene como
objetivo tumores deficientes en p53, esla mediada por
adenovirus que carecen del gen elb. E1B es una pro-
tefna que inactiva P53 para poder asi replicarse en las
células que infecta. Un adenovirus que carezca de elb
podrainfectar y destruir (lisar) células tumorales que no
posean el oncosupresor, pero serainactivado por células
vecinas a tumor que expresen P53. La inyeccion del
virus mutante en carcinomas cervical es humanos, creci-
dos en ratones desnudos, causd una notable reduccion
del tamafio del tumor y la completa desaparicion en el
60% de los tumores (9).

TERAPIAS BASADAS EN AUMENTAR LA INMUNOGENICIDAD
DE LA CELULA TUMORAL

La mayoria de los tumores son s6lo marginamente
inmunogénicos, en muchos casos se pueden detectar
células T citotoxicas contra € tumor en pacientes que
fallecen a causa de la enfermedad. La inmunoterapia
génica se basaen laintroduccién de genes en células del
paciente que potencien la respuesta antitumoral. En la
mayoria de los casos se utiliza la técnica ex vivo, en la
que células del propio paciente son extraidas del tumor
por cirugia, crecidasy manipuladas introduciendo genes
terapéuticos y por fin devueltas (subcutaneamente o
intradérmicamente) al organismo de partida, en algunos
casos previa irradiacion para evitar su proliferacion.
Genes correspondientes a distintas citoquinas (interleu-
quinas 2, 4 o el factor de la necrosis tumoral) se pueden
introducir en linfocitos infiltrantes de tumores (LIT, o
TIL en versién anglosgjona) o en linfocitos T citotéxi-
cos (LTC, o CTL en version anglosgjona) para obtener

25

TERAPIA GENICA 11

una secrecién congtitutiva de citoguinas y estimular la
actividad antitumoral. También se pueden introducir
genes responsables de la presentacion de antigenos en
los sistemas de incompatibilidad de tipos | y II (MHC)
gue con frecuencia no operan en muchos tumores, asi
como genes que codifican proteinas de co-estimulacion
(B7) que tampoco suelen estar presentes en las células
neoplésicas. Las células tumorales del paciente pueden,
asimismo, ser sustituidas por otras células presentadoras
de antigenos como fibroblastos, macréfagos o células
dendriticas, también extraidas del paciente, pero mas
faciles de cultivar ex vivo. Sin embargo, a pesar de los
NUMerosos ensayos clinicos realizados hasta el momen-
to con estas estrategias, especiamente en melanomas,
no se halogrado un efecto antitumoral realmente signi-
ficativo.

Un método alternativo es la construccion de recep-
tores quiméricos compuestos por un anticuerpo especi-
fico contra el tumor, fusionado aunaregion de sefializa-
cion intracelular de un receptor delacélulaT citotoxica
(10). La mayoria de los adenocarcinomas humanos
exhiben un mucosacérido (TAG-72) que puede utilizar-
se para la obtencion de anticuerpos murinos humaniza-
dos (CC49) contra este antigeno. Estos anticuerpos son
de unasola cadenay sblo poseen de ratén la parte varia
ble de la molécula para evitar un rechazo del organismo
humano. El anticuerpo esta fusionado a la regién de
sefializacion intracelular del receptor CD3z de las célu-
las T. En animales de experimentacion se observd una
proteccion del 75 a 100% frente atumores inducidos en
la cavidad intraperitoneal, siempre que las células T
manipuladas y portadoras del receptor quimeérico, se
coinyectaban con las células tumorales, la proteccion
fue minima en tumores pre-establecidos. La terapia se
prob6 en pacientes con canceres de colon avanzados.
Cada paciente recibié tres inyecciones espaciadas cada
dos semanas, que contenian 10° células T propias porta
doras del receptor quimérico CC49/ CD3z. Algunos
pacientes respondieron bien a tratamiento con una
notable disminucion del los niveles de TAG-72 en €l
suero, pero la presencia de células T modificadas en la
sangre de los pacientes no superd las 10 semanas. El
efecto antitumoral de estas terapias sigue siendo limita-
doy se prevee lanecesidad de repetir €l tratamiento con
una cierta frecuencia. Céulas troncales hematopoyéti-
cas pueden sustituir alas células T como portadoras de
los receptores quiméricos dando origen a células mie-
loides y citotoxicas NK (del inglés natural killer) que
también muestran in vivo actividad antitumoral .

ESTRATEGIAS CON GENES ASESINO-SUICIDAS
CONDICIONALES

Existen numerosas modalidades en las que un vector
gue se hace llegar ala c8lulatumoral es portador de un
gen que causa la muerte de la célula huésped en presen-
ciade un sustrato adecuado. Vectoresretrovirales o ade-
novirales portadores del gen de la quinasa de timidinas
del virus Herpes simplex (tk Hs) se pueden hacer Ilegar
por mediacion de inyecciones intratumoral es a tumores
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de diversa indole preferentemente aquellos que presen-
ten una actividad mitética elevada, como los glioblasto-
mas (11-18). La enzima posee una gran afinidad por
determinados nucledsidos, andlogos toxicos de la guani-
na, como el ganciclovir o e aciclovir. Las células de
mamiferos también poseen quinasas de timidinas pero
éstas solo fosforilan nucledtidos monofosfato, no siendo
sustrato de las mismas los nucledsidos. Una vez en la
forma trifosfato, todos estos compuestos son introduci-
dos en lamolécula de ADN, pero a ganciclovir le falta
¢ anillo de ribosa imprescindible para que la cadena en
formacién prosiga con normalidad, por lo que se blo-
guea la replicacion desencadenando la muerte celular.
Sea cual sea el vector empleado en este tipo de terapia
(retrovirus o adenovirus) sdlo sera efectivo en células
en division, caracteristica fundamental de la célula neo-
plésica. El sistema va asociado ademas a un efecto cola
teral por el que células vecinas a las que han adquirido
el transgén pueden recibir ganciclovir ya fosforilado a
través de las uniones en hendidura (gap junctions) que
conectan unas células con otrasy por tanto morirse tam-
bién. Se ha estimado que seria suficiente para eliminar
un tumor que & 25% de las células tumorales recibieran
y expresaran € transgén (19), €l resto correria a cargo
del efecto colateral. Este sistema denominado tkHs/gan-
ciclovir ha permitido la erradicacion de glioblastomas
en larata utilizando como indculo células de las lineas
celulares C6 6 9L y siempre que el tamarfio del tumor no
excedieralos 150 mm’ (20). Cuando se utiliza este siste-
ma en humanos, no se obtienen remisiones totales del
tumor, pero en algunos casos, se observan disminucio-
nes significativas en el tamafio del tumor probablemen-
te asociadas a un aumento de la supervivencia en estos
pacientes. El primer ensayo clinico para el tratamiento
de tumores cerebrales malignos, se reaiz6 con 15
pacientes a los que se les inyectaron en mdltiples sitios
del tumor células murinas productoras de retrovirus
portadores del gen tkHs (21). Al cabo de 7 dias se les
tratd con 5 mg/kg de ganciclovir, durante 14 dias. El
resultado de este ensayo, que comprendia 12 glioblasto-
mas recidivados, dos metastasis de melanomasy una de
carcinoma de mama mostrd una reduccién del tumor en
5 de los pacientes con tumores més pequefios segin se
estimo por imagenes de resonancia magnética (IRM) de
1,4+ 05mla 04 + 05 ml. Cuatro de los pacientes
mostraron una respuesta parcial o completa sobrevi-
viendo durante 21, 13, 11y 7 meses. El porcentgje de
células tumorales infectadas no llegé a 1% y se obser-
varon como efectos secundarios inflamacion meningea
y dolores de cabeza en algunos pacientes (22). En otro
de los ensayos clinicos realizados con e método
tkHs/ganciclovir (Tabla 1), se trataron 9 pacientes con
recidivas de glioblastoma multiforme y diversos tama-
fios de tumor (més de 50 cm’), de los cuales 5 lograron
superar las expectativas de supervivencia (3 meses) y en
los 2 pacientes con mayor supervivencia (2 afios), se
combind la cirugia con la terapia génica con €l fin de
reducir artificiadmente e tamafio del tumor (23). En
estos pacientes ademas de la reseccion del tumor, se
dej6 un depdsito Omaya (intradérmico) unido aun caté-
ter que comunica con la cavidad tumoral por e que se
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TABLA |

SUPERVIVENCIA DE UN ENSAYO CLINICO EN EL QUE
PARTICIPARON 9 PACIENTES CON RECIDIVAS DE
GLIOBLASTOMA MULTIFORME DE DIVERSOS TAMANOS
TRATADOS POR TERAPIA GENICA CON EL SISTEMA
tkHS'GANCICLOVIR

Paciente Numero de células Casos de supervivencia
inyectadas y nimero superior ala esperada
deinyecciones (3 meses)
1 7x10° células/unainyeccion 8 meses
2 7x10° células/unainyeccion 5 meses
4 2x10° células/unainyeccion 5 meses
8 5x10° células/4 inyecciones 2 afios
9 5x10° células/3 inyecciones 2 afios

realizan tratamientos de células productoras de retrovi-
rus seguidos de administraciéon de ganciclovir intrave-
nosa en varias ocasiones. No se observaron efectos
secundarios o de toxicidad importantes en ninguno de
los pacientes.

El sistema tkHs/ganciclovir es e mas popular y €
mejor estudiado (24) pero no es el Unico que utiliza un
gen potencial mente asesino-suicida en combinacion con
un compuesto téxico condicional. La citosina deamina-
sa de bacterias u hongos no es un gen presente en las
células de mamiferos, convierte el toxico condiciona 5-
fluorocitosina en 5-fluorouracilo que se incorpora en
ARNsy ADNs blogueando su sintesis. Tiene un efecto
téxico tanto en células que se dividen como quiescentes
y ha sido utilizado en €l tratamiento de gliomas, cancer
de mama y carcinomas colorectales humanos (25-27).
Este sistema también exhibe un efecto colateral, menor
gue el observado para tkHs/ganciclovir, pero que no
depende de uniones en hendidura, lo cual es interesante
ya que muchas células tumorales pierden la capacidad
de conectarse con sus vecinas via uniones en hendidura
al tener ateradas las conexinas, proteinas responsables
de dichas uniones.

Otros sistemas asesino-suicida condicional es son: el
del citocromo P450 activador de ciclofosfamida (28); la
guanina, xantinafosforribosil transferasa de E.coli, que
sensibiliza con respecto al compuesto 6-tioxantina (29);
la desoxicitidina quinasa, que confiere sensibilidad con-
tralos compuestos citarabinay gemcitabina (30) y € sis-
tema linamarasa/linamarina que utiliza un gen vegetal
(lin) responsable de la enzimalinamarasa, que descom-
pone el compuesto cianoglucdsido linamarina en gluco-
say cianuro (31). Este tltimo sistema es particularmente
interesante porque va asociado a un amplio efecto cola-
teral mediado por la produccion de cianuro en lacélula
portadora del gen lin y en presencia de linamarina. El
efecto colateral del sistema linamarasa/linamarina no
depende de uniones en hendidura ya que el cianuro es
volétil y bastaria con que el 10% de las células de un
tumor se convirtieran en productoras de cianuro para eli-
minar latotalidad del tumor. El sistema ha permitido la
erradicacion de tumores cerebrales de gran tamafio en la
rata mediante la inoculacion en el seno del tumor de
células murinas productoras de retrovirus portadores del
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genlin. Laadministracion delinamarinaesloca y tiene
lugar através de una canula deinfusion cerebral anclada
en el craneo del animal y conectada via catéter con una
bomba osmética que liberael compuesto.

Hasta el momento, |os diversos sistemas con entrega de
genes asesino-suicidas condicionales han tenido éxitos
mas 0 menos espectaculares en animales de experimenta
cién 'y més bien moderados en pacientes. En algunos casos
(el 30% aproximadamente) se consigue una reduccion del
tumor y un aumento de las expectativas de vida, la cura-
¢i6én aln no se ha conseguido en ningln caso en humanos.

ANTIANGIOGENES S

Ningun tumor seria capaz de crecer por encima de 1
mm’ sin desarrollar un nuevo aporte de sangre. Los
vasos migran hacia el tumor y el tumor lo hace hacialos
vasos. La angiogénesis, es decir € desarrollo de nuevos
vasos sanguineos a partir de otros préximos ya exis-
tentes, es un fendmeno intimamente ligado a todos los
tipos de canceres, inclusive alas leucemias, en donde se
observa un incremento de densidad vascular en la
médula. El proceso de angiogénesis es complejo y se
han elaborado terapias contra cada uno de los 4 pasos
secuenciales que intervienen en su gecucion: digestion
de la membrana basal por proteasas; migracion de las
células endoteliaes; su proliferacion y la formacion de
los capilares. Recientemente la transferencia génica se
ha sumado a las terapias que controlan la angiogénesis
(32) especiadmente en tumores muy vascularizados
como son los glioblastomas (33-40). La célula tumoral
secreta factores que inducen € crecimiento endotelial,
muy en particular e factor de crecimiento endotelio-
vascular (FCEV o VEGF en versién anglosgona) y
algunas de | as terapias se basan en lainhibicion concre-
ta de este factor, por tratamiento directo con vectores
gue expresan un ARN antisentido causando su bloqueo
(41). El FCEV se une a sus receptores con actividad
quinasa de tirosinas, iniciando asi un proceso de trans-
misién de sefidles que induce a la proliferacion celular.
Unaterapia alternativa alaresefiada se basaen lallega-
da a entorno tumoral de retrovirus portadores de una
forma mutada del receptor que carezca del componente
intracelular y por tanto no pueda transmitir la sefial de
proliferacion a unirse con € ligando (42). Unavariante
de esta Ultima terapia es la utilizacién de un adenovirus
gue expresa un receptor FCEV soluble y que adminis-
trado localmente en e momento de la escision quirdrgi-
ca del tumor primario en ratones, provoca una notable
supresion tumoral (aunque no inhibicion total) en las
metéstasis en higado o pulmon (43).

Las terapias antiangiogénicas pueden estar basadas
aternativamente, en potenciar la presencia de inhibido-
res de la angiogénesis en las cercanias del tumor. La
transferencia mediada por liposomas del gen oncosu-
presor p53 atumores de mama murinos halogrado que
aproximadamente e 5% de las células tumorales
adquieran €l gen, produciéndose una reduccion del 60%
en & nimero de vasos sanguineos en los tumores trata-
dos (44). El efecto antiangiogénico fue el resultado de
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un aumento en la produccién de trombospondina-1, un
inhibidor de la angiogénesis bajo € control de p53 (46-
46). Inhibir la trombospondina de manera sistémica en
un organismo podria tener efectos secundarios en €
ciclo menstrua femenino o en la cicatrizacion de heri-
das, pero hay otros factores antiangiogénicos como la
angiostatina y endostatina que no parecen interferir con
estos procesos. La angiostatina es un producto (criptico)
del plasminégeno. Hay tumores primarios que inhiben
la angiogénesis de sus metastasis por produccion de
angiostatina o trombospondina, manteniendo unos nive-
les sanguineos elevados del inhibidor. EI aumento de
los niveles de factores antiangiogénicos, mediada por
vectores portadores de estos genes, puede ser una tera-
pia interesante ya que hay mucha evidencia sugerente
de que el balance entre factores angiogénicos y antian-
giogénicos puede ser € “interruptor” angiogénico por €l
gue se decida si un tumor incipiente va a ser neovascu-
larizado o no. Existe sin embargo €l riesgo, tedrico e
impredecible, de que lacélulatumoral, dada su inestabi-
lidad genética, produzca variantes celulares que expre-
sen nuevos factores antiangiogénicos o0 més de los mis-
mos.

TERAPIAS COMBINADAS

Puede ser necesario la combinacién de varias tera-
pias que, por separado, no son capaces de erradicar un
tumor. Una terapia convencional como es la cirugia
puede estar intimamente ligada a las de radioterapia y/o
guimioterapia. La gran mayoria de los tumores benig-
nos son erradicados con una Unica técnica quirdrgica,
pero un porcentgje elevado de los tumores malignos
precisan de una combinacién de técnicas alas que pode-
mos sumar en la actualidad las distintas variedades de
terapias génicas.

Una Unica estrategia de terapia génica quiza no sea
suficiente para eliminar un tumor humano por lo que la
exploracion hacia las terapias combinadas se hace
necesario. Se pueden asociar varias terapias génicas o
unir a otras mas convencionales como la radioterapia
y/o cirugia. La cirugia en combinacion con laterapia
génica permite una disminucion artificial del tamafio
del tumor y una administracion local del gen terapéuti-
co, condiciones que ya se han utilizado en alguno de
los ensayos clinicos descritos (23). Otra asociacion
interesante es ladel gen que confiere resistencia malti-
ple aantibidticos (mdr, del inglés multidrug resistance)
con la quimioterapia. El gen mdr originaun alto nivel
de proteccién en células no neoplasicas de un paciente
al ser introducido dentro de un retrovirus en células de
la médula 6sea (47). Latransferencia de dos o0 mas
genes de citoquinas en un mismo vector o dos o mas
genes antiangiogénicos tienen mas posibilidades de
éxito que uno solo y debe ser explorado. Terapias com-
binadas de angiostatinay endostatina erradican tumo-
res en raton y no inducen resistencia en el animal (48).
Latransferencia de |os genes correspondientes evitaria
el suministro continuado de las proteinas durante lar-
gos periodos de tiempo.
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PROBLEMASY PERSPECTIVAS

La terapia génica ha pasado de los laboratorios a la
clinicay es quiza e momento oportuno de hacer balan-
ce de los resultados obtenidos hasta e momento para
planear nuevas estrategias que hagan uso de la expe-
rienciaadquiriday, en lamedidadelo posible corrijan y
mejoren las nuevas terapias.

No hemos entrado en la caracterizacion detallada de
los distintos vectores que se emplean en la actualidad
para la entrega del gen terapéutico, porque las diferen-
cias gque existen entre ellos no parecen ser la causa del
éxito o fracaso de la terapia. Los retrovirus tienen la
ventaja, en las terapias contra el cancer, de que solo
infectan células en division, caracteristica fundamental
y diferencial de la célula neoplésica; son de pequefio
tamafio y facil manejo. Los adenovirus por el contrario
tienen laventaja de que se pueden obtener titulos de 10™
particulas por mililitro de cultivo (frente a 10° en retro-
virus) lo que permite usarlos directamente en el pacien-
te sin necesidad de utilizar células murinas empaqueta-
doras/productoras como es el caso de las terapias en las
gue intervienen retrovirus. Los adenovirus provocan
una respuesta inflamatoria y de rechazo inmune que
pudiera ser beneficiosa en €l caso de la erradicacion de
tumores pero tienen como inconvenientes un tamafio
grande (36 kilobases, 1kb = 1000 pares de bases), de
dificil mangjo y la infeccion indiscriminada de células
en division o quiescentes. Este Ultimo punto es irrele-
vante en la terapia basada en el sistema quinasa de timi-
dina de Herpes simplex (tk HS )-ganciclovir ya que €
ganciclovir fosforilado no gjercerd su accion mortal s la
célula no entra en la replicacién del ADN previa a la
division. Otros vectores como |os adenoasociados, deri -
vados de Herpes (amplicones) o simplemente el ADN
desnudo también tienen sus ventajas e inconvenientes.
No existe en la actualidad un vector ideal para terapias
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contra el cancer que cumplieralas siguientes caracteris-
ticas: 1) pequefio y de facil manejo; 2) sin riesgo de pro-
ducir por é mismo una patologia; 3) posibilidad de
obtener un gran nimero de particulas infectivasin vitro;
4) dto grado de infectividad sdlo en la célula neoplési-
ca; 5) posihilidad de inoculacion via sistémica; 6)
expresion controlable del gen terapéutico.

Lasterapias detipo destructivo siguen siendo las mas
prometedoras contrael cancer. La estimulacion del pro-
pio sistema inmunitario para destruir la célula tumoral
sigue siendo muy atractivo. El sistema tk HS —ganciclo-
vir da paso a de la linamarasa-linamarina que es méas
potente y tiene un efecto colateral de mayor acance,
contrarrestando asi |as estimaciones tan pobres en cuan-
to a porcentaje de células tumorales que se infectan con
el vector portador del gen terapéutico. Las terapias
antiangiogénicas en las que un solo vector porta varios
genes antiangiogénicos ha de ser evaluaday las terapias
combinadas pueden dar bastante juego. Se tiende a tra-
tamientos personalizados inicidndose con un diagnosti-
co molecular a base de hibridaciones en “microchips’
que nos facilite el estado genético de los diversos onco-
genesy genes oncosupresores del paciente. Se utilizaran
terapias combinadas en las que la terapia génica puede
jugar un papel fundamental ya que sus efectos secunda-
rios parecen ser menores que los de otras terapias mas
convencionales.
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obtenidos de los primeros ensayos clinicos ofrecen
mucha informacion valiosa para €l investigador pero
poco beneficiosa para los pacientes. Es en un futuro
inmediato cuando, vistas las limitaciones y problemas
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INTRODUCCION

La superfamilia de proteinas Ras comprende un con-
junto de proteinas monoméricas de bajo peso molecular,
con capacidad de unir e hidrolizar GTP (1), por lo que
también se las denomina GTPasas. En esta superfamilia
se incluyen miembros muy diversos con diferentes fun-
ciones hioldgicas que abarca desde el control delatrans-
misién de sefiales por Ras (2), Rap (3), Rho (4), Rac (5),
y Ral (6); induccion de apoptosis debido alas proteinas
R-ras (7) y Rho (8), laregulacion del tréfico intracelular
de vesiculas por parte de las proteinas ARF y Rab (9), la
regulacion del citoesqueleto por proteinas Rho, Rac y
Cdc42 (10, 11), laregulacion de la tanscripcion génica
por proteinas Rasy Rho (12, 13) , o € tré&fico de protei-
nasy RNA dentro y fueradel ntcleo por la proteina Ran
(14). Sin embargo, la funcién de algunos miembros de
estaimportante superfamilia es alin desconocida

Los genesras han sido objeto de intensa investiga-
cién. Fueron primeramente aislados de retrovirus cau-
santes de tumores murinos y posteriormente redescu-
biertos a partir de tumores humanos e identificados
como los primeros oncogenes humanos (15). Se han
encontrado genes ras activados en unaamplia variedad
de tumores, s bien la incidencia varia mucho de unos
tipos de tumores a otros (16). Se estima que aproximé-
damente un 30% de los tumores humanos presentan un
gen ras activado, siendo € oncogén mas importante
descubierto hasta lafecha

La familia de genes ras incluye tres variantes [Har-
vey-ras (H-ras), Kirsten-ras (K-ras) y N-ras ] (1) que
codifican para proteinas de 21 kD y se caracterizan por
su capacidad de unir nucledtidos de guanina (GDP o
GTP). Las proteinas Ras y las GTPasas en general se
encuentran en estado basal inactivo, unidas a GDP,
mientras que varios estimul os | as activan produciéndose
un intercambio del GDP por GTP (Fig. 1). La proteina
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Fig. 1. Mecanismo de activacion de las proteinas Ras. El ciclo
de activacion consiste en la sustitucion del GDP unido a la
proteina Ras mediante factores de intercambio especificos
(GEFs), regulados a través de receptores de factores exter -
nos. Lainactivacion se produce por la hidrélisisdel GTP uni -
do mediante la catdlisis mediada por factores especificos
(GAPs).

Ras permanece unida a GTP hasta que su actividad
GTPasa lo hidroliza dando lugar a GDP, volviendo a
estado basal (2). Este ciclo se encuentra regulado por
proteinas GAP (proteina activadora de la actividad
GTPasa) que aumentan la actividad GTPasa de Ras
favoreciendo su paso a la forma inactiva. La reaccion
inversa, es decir el intercambio de GDP por GTP, esta
catalizada por factores de intercambio especificos o
GEFs (17), asu vez regulados por sefiales externas.
Mutaciones puntuales de las proteinas Ras en los
aminoécidos de diversas posiciones (frecuentemente en
residuos 12, 13 y 63) hacen que Ras sea insensible ala
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accién de GAPs, quedando constitutivamente activa.
Estas mutaciones son las més frecuentemente encontra-
das en tumores humanos aunque pueden verse variacio-
nes dependiendo del tipo de tumor. Son més frecuentes
en tumores de colon, pulmoén, tiroides y carcinomas
pancredticos (18). A pesar de €ello se cree que la fre-
cuencia de mutaciones de Ras es probablemente una
infravaloracion sobre como contribuyen estas sefiales
aberrantes a la formacién de tumores humanos ya que
puede darse una regulacion crénica de laviade Ras sin
necesidad de tener un Ras mutado (19).

Las proteinas Ras se encuentran asociadas a la cara
interna de la membrana plasmética y esta localizacion
es esencial parasu funcion biolégica. Laasociacion ala
membrana se produce tras lafarnesilacion en la cisteina
de la posicion 186 (20). Este proceso es seguido por
proteolisis de los tres Ultimos residuos de la molécula
(C-AAX) en laregion carboxiterminal, region conser-
vada en todas las proteinas Ras. Todas las proteinas,
excepto K-ras se palmitoilan en un segundo residuo de
cisteina proximo a la cisteina 186, localizada en €
dominio hipervariable (20). Los mutantes incapaces de
localizarse en la membrana son biol 6gicamente inacti-
vos y cuando se sobreexpresan interfieren con la fun-
cion de las proteinas Ras endégenas.

Estudios bioquimicos, genéticos y moleculares en
Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae,
Drosophila melanogaster y células de mamiferos han
demostrado que las proteinas Ras juegan un papel cen-
tral en rutas de transmisién de sefiales. Ras estaimplica-
da en transmision de sefidles inducidas por receptores
tirosina quinasa (21). Son muchos los estimulos exter-
nos (factores de crecimiento, citoquinas y hormonas)
que llevan a cabo su funcién a través de receptores con
actividad intrinseca tirosina quinasa o asociados a pro-
teinas quinasas con esta actividad. En fibroblastos y
células epiteliales la activacion de receptores por facto-
res de crecimiento induce crecimiento celular (21), ade-
més, s la sefia proliferativa se mantiene ya sea como
resultado de una respuesta autocrina (v-sis), por ampli-
ficacion del receptor (receptor de EGF en carcinoma de
mama) 0 por activacion del receptor en ausencia de
ligando (neu, v-fms, trk) las células adquieren fenotipo
transformado (21, 22).

Por tanto, las proteinas Ras funcionan como media-
dores en la transmisién de sefidles que van desde €l
exterior hasta € citoplasma, interaccionando con un
amplio nimero de reguladores y efectores para contro-
lar rutas que influencian el crecimiento celular, la dife-
renciacién y la apoptosis (23). En este papel mediador
de las proteinas Ras radica la complejidad de las redes
de transmision de sefiales en las que estéan implicadas.

AF: EFECTOR CLAVE DE PROTEINASRASEN LA
ACTIVACION DE LA CASCADA DE QUINASAS
CITOPLASMICAS

Las proteinas Raf constituyen una familia de protei-

nas quinasas con especificidad por residuos de serinay
treonina que juegan un papel relevante en la regulacion
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de las sefiales mitogénicas. Existen varias isoformas
(Raf1, A-Raf, B-Raf) y posiblemente cada una de estas
isoformas presenta sistemas de regulacion diferentes
(24). Sin embargo, son muchas las evidencias que dan a
Raf y a su cascada de activacion un papel fundamental
en lafuncién de Ras. Entre ellas se ha visto que mutan-
tes dominantes negativos de Raf-1, MEKs y MAPKs
bloguean la transformacion por Ras (6). Mutaciones
congtitutivas de Raf-1 producen un fenotipo transforma
do y tumorigénico semejante a que producen mutacio-
nes en Ras (25), de igual forma mutaciones activantes
de MEKsvan adar lugar aun crecimiento y morfologia
transformadas en células NIH3T3 (26). Ademés, la acti-
vacion congtitutiva de Raf-1 puede obviar la inhibicion
de Ras bien por un dominante negativo (Ras N17) o por
bloqueo con un anticuerpo monoclonal especifico
(Y13-259) (27).

Sefiales extracelulares como factores de crecimiento,
citoquinas, hormonas y neurotransmisores activan a las
proteinas Ras a través de agun tipo de receptor de la
superficie celular, fundamental mente receptores tirosina
quinasa (RTKs), aunque tambien pueden ser receptores
asociados a no-RTKs, y receptores acoplados a protei-
nas G (SRs) (23). Una de las rutas mejor caracterizadas
gue involucra la activacion de Ras implica a receptor
para EGF (EGFR) (23, 28) (Fig. 2). Traslafosforilacion
del receptor en residuos especificos de Tyr de su domi-
nio citoplasmatico se crean sitios de fosforilacion para
el dominio SH2 de Shc y Grb2 y/o dominios de unién
fosforilados para Shc y/o Grb2 (29). Shc se autofosfori -
latras la asociacién con RTKs lo que a su vez produce
sitios de reconocimiento para el dominio SH2 de Grb2,
gque como se encuentra establemente asociado a Sos
(GEF especifico de Ras) produce la traslocacién de Sos
alamembrana, sitio en donde se encuentra Ras, dando
lugar a una elevacion transitoria de los niveles de Ras-
GTP (30). Por tanto, Shc, Grb2 y Sos son el punto de

I LILLT m

Fig. 2. Participacion de Ras en la transmision de sefiales del

exterior al nucleo. Ciertos receptores de factores de creci -
miento inducen la activacion de Ras, produciendo a su vez la
activacion de la cascada de quinasas RaffMEK/ERK. Las qui -
nasas ERK se translocan al nacleo donde fosforilan y activan

factores de transcripcion como Elk1, que regulan la expres -
sién génica.



18 L.LUCASET AL

union entre muchos tipos de activadores de la superficie
celular y Ras.

Ras unido a GTP se une directamente a Raf y tras
esta asociacion se produce la traslocacion de Raf a la
membrana plasmética desde donde va a fosforilar y
activar las quinasas MEK 1/2, responsables de la fosfori-
lacion y activacién de otra quinasa citoplasmica, las
ERKs. Las MEKs se unen directamente a dominio
catalitico de Raf, y como resultado son fosforiladasy en
consecuencia activadas (31). Las MEKs a su vez fosfo-
rilan residuos de tirosina (Tyr) y treonina (Thr) de las
ERKs (ERK1/2), también |lamadas MAPKs 0 p4a™™ y
p42 "™ (32).

Tras su activacion, las MAPKSs se traslocan al nuicleo
provocando la fosforilacion de una serie de sustratos.
Entre éstos destaca Elk-1 (Factor de transcripcion
nuclear) (33) que se asocia con €l factor de respuesta a
suero (SRF) y ambos se unen a las secuencias especifi-
casdel ADN denominadas SRE (elemento de respuesta
a suero), presentes en un gran nimero de promotores,
como c- fos (34). Alternativamente, la activacion de la
MAPKSs induce la activacion de otras quinasas como la
p90-rsk, una Serina/Treonin quinasa con un importante
papel en la regulacién de la sintesis de proteinas (35).
También puede activar la fosfolipasa A2 y dianas cito-
plasmaticas como Rsk (36) y Mnk (37). Por tanto, la
cascada Ras-Raf-MEK-ERK tiene la capacidad de lle-
var lasefid a nucleo celular, regulando transcripcion.

A pesar de la aparente linedlidad Ras-Raf, existen
evidencias que indican que la activacion de Raf es un
mecanismo complejo. Las proteinas Ras se unen a dos
regiones del dominio amino terminal de Raf, concreta-
mente en las regiones llamadas RID/RBS1 (residuos
51-131) y Raf-CRD (38). Mediante la interaccién de
Ras con este segundo sitio de unién de Raf, rico en cis-
teinas, se produce la activacién de otras moléculas. Esto
sugiere que Ras ademés de regular la traslocacion de
Raf a la membrana, podria participar en eventos que
conduzcan a su activacion (39). Otros componentes que
pueden estar influyendo en la activacion de Raf son a
menos dos isoformas de las proteinas 14-3-3, los chape-
ronas Hsp90 y p50, ciertos fosfolipidos (fosfatidilseri-
na), ser/treonin quinasas, tirosin quinasas y KSR (qui-
nasa supresora de Ras) (40). Las proteinas 14-3-3
pueden existir como homodimeros y forman complejos
con diferentes proteinas (BCR, CDC45, A20, PKC, y
otras), sugiriendo que pueden funcionar como adapta-
dores (41) de modo que podrian acercar proteinas que
activen Raf o incluso podrian promover la dimerizacidn
Raf-Raf (42). Ademas, estas proteinas interaccionan
con multiples regiones de Raf pudiendo actuar como
reguladores negativos. Por otro lado, Raf tambien puede
ser activado por mecanismos que no dependen de Ras
como es el caso de la activacion directa de PKC sobre
Raf, o la activacion por la tirosina quinasa Src (43).
Recientemente se han propuesto otras proteinas como
Ksr y Cnk como importantes componentes en e meca-
nismo de activacion de Raf mediada por Ras (44, 45).

Deigua forma, MAPKs pueden activarse por meca
nismos mediados por integrinas en los que no participa
Ras (46). Sin embargo, la actividad transformante de
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MEKs es aln dependiente de Ras (47). Tambien, se
sabe que las MAPK s pueden fosforilar MEKsYy activar-
las, aungue las consecuencias funcional es no estan muy
claras (48). Por tanto, la interacccion Ras-Raf no es
exactamente lineal y precisa de la formacién de multi-
complegjos para completar la activacion de Raf. Ade-
més, cada proteina de sefializacion tiene varias dianas
en la cascada y cada componente va a poder ser activa
do por otros componentes situados por encima de & en
la misma ruta. Existen sistemas de retroalimentacion y
mecani Smos autocrinos con cierta frecuencia. Podemos
deducir por tanto, que Raf no es € unico efector de Ras
Y que vamos a hecesitar la asociacion de probablemente
un elevado nimero de efectores para obtener una fun-
cién completa de Ras (49).

CONTRIBUCION DE RUTAS INDEPENDIENTES DE RAF EN
LA TRANSFORMACION MEDIADA POR RAS

Estudios realizados con mutaciones en Ras que dis-
criminan entre distintos efectores sugieren que hay mul-
tiples efectores implicados para establecer y mantener
e fenotipo transformado por Ras (36, 50). Raf es una
importante diana de Ras con un papel fundamental en
su sefidizacion en condiciones normales. Sin embargo,
lainteraccion de Ras con otros efectores parece ser cri-
tico para mediar la transformacion por Ras. Ademas de
Raf, han sido descritos varios efectores con sus consi-
guientes rutas de activacion. Aungue se estan haciendo
grandes progresos en conocer todos |os componentes de
estas rutas, la complgjidad de las mismas hace que no
todas ellas estén identificadas en la actualidad. A conti-
nuacion se describen los candidatos a efectores de Ras
gue se han descrito hastalafecha.

PRAS-GAP Y NFI/NEUROFIBROMIN

Son GAPs para Ras, es decir catalizan la hidrdlisis
del GTP unido y por tanto presentan una clara funcién
negativa en la regulacion de Ras (49). Aunque p*“Ras-
GAP fue e primer candidato a efector de Ras (51),
posteriormente se han generado evidencias por las que
podian no ser considerados efectores de Ras. Entre las
gue apoyan su condicion de no efectores para Ras se
encuentran, ademas de su funcién negativaen laregula-
cion de Ras, trabajos en los que tras realizar mutaciones
en e dominio efector de Ras, que impedian la unién de
p“Ras GAP o NF1, Ras seguia manteniendo una fuerte
capacidad de transformacion (52). Por otra parte, se ha
visto que ratones deficientes en uno u otro gen no son
viables y mueren durante la embriogénesis (59).

Resultados de otros laboratorios apoyan la posible
funcidn efectora de las proteinas GAPs de Ras. Las evi -
dencias para p“Ras GAP estaban basadas en estudios
que evaluan la actividad del fragmento amino terminal,
que no tiene el sitio de union a Ras ni capacidad de esti-
mulacion de la actividad catalitica GTPasa. Este frag-
mento amino termina esta formado por un dominio
SH3 flanqueado por dos dominios SH2, un dominio
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homdlogo a pleckstrina (PH), un dominio de union a
Ca” y un sitio de interaccion para fosfolipidos. En un
estudio se vio que se requeria el complgjo Ras-p "GAP
para inhibir la apertura del canal de K" activado por
receptores muscarinicos, mas tarde se determind que un
fragmento del extremo amino terminal podia causar €l
mismo efecto de forma independiente a Ras (53). Ade-
més, tras bloquear el dominio SH3 con un anticuerpo se
impidio la ruptura de vesiculas germinal es inducida por
Ras en oocitos de Xenopus, pero no se blogqued la acti-
vacion de MAPK (54). La coexpresion de un fragmento
NH2 terminal bloqued la actividad transformante de H-
Ras (55). Este fragmento bloqued ademas la activacion
de JNK por Ras pero no las MAPK. También se encon-
traron alteraciones en lamorfologiacelular y en laorga-
nizacion del citoesqueleto de actina tras sobreexpresar
este fragmento amino terminal (56).

Todos estos resultados sugieren que p120GAP puede
tener un papel dual como regulador negativo de Ras 'y
como proteina de conexion para promover laformacion
de complgjos entre Ras y rutas de sefializacion depen-
dientes de Ras-GTP. Un modelo propuesto hace algu-
nos afos, pero que aln permanece vigente, seria que
tras la union de Ras-GTP a dominio catalitico terminal
carboxilico de p120GAP quedarian expuestos motivos
de unién proteina-ligando de la regidon amino terminal.
La posterior unién de componentes a este dominio ami-
no terminal activaria una ruta de sefializacion. Molécu-
las como p190Rho-GAP, p62 dok y G3BP se unen a
p120GAP, apoyando esta hipétesis (55) (Fig 3).

También se han encontrado funciones para NF1
como efector de Ras. Los indicios sugieren que esta
funcion efectora esta mas relaccionada con la supresion
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del crecimiento que con la promocion (58). De forma
semejante a p’GAP una porcion de 220 KD no esta
relaccionada con su funcion catalitica, por tanto podria
estar implicada en una funcion efectora. En tumores
deficientes en NF1 se havisto que no estan elevados los
niveles de Ras-GTP, y cuando se introdujo la secuencia
completa de NF1 en estas células se vieron reducciones
en el crecimiento (59). Esto sugeriria que la pérdida de
funcionalidad de NF1 contribuye a desarrollo de estos
tumores. Ademas, la sobreexpresion de NF1 inhibi6 el
crecimiento transformante de células que expresaban
mutantes de Ras constitutivamente activos, reduciendo
tres veces la capacidad transformante de H-ras, pero no
de Raf (59). En estas condiciones también se redujo la
activacion de MAPK, fenémeno que fue revertido con
la introduccion de Raf activado (60). Por dltimo, la
introduccion de la secuencia completa de NF1 en célu-
las de carcinoma de colon (con K-ras mutado y por tan-
toinsensible ala actividad GAP de NF1) inhibié € cre-
cimiento de estas células en agar blando y la formacion
de tumores en ratones desnudos (60). Por tanto podria
pensarse en un papel de NF1 como efector de Ras para
funciones distintas a la transformacion, lo que en parte
explicaria por qué mutaciones en el dominio de Ras que
impiden su unién a NF1 siguen manteniendo su capaci-
dad transformante.

RAL-GDS (ESTIMULADOR DE LA DISOCIACION DE
NUCLEOTIDOS DE GUANINA PARA RAL)

Originalmente fue identificada como una proteina
relaccionada con CDC45 ( GEF para Ras en levaduras),
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Fig. 3. Se representan esgquematicamente las rutas alternativas que se activan como resultados de la interaccién con la proteina

Ras. Ver texto para mas detalles.

35



20 L. LUCASET AL

mas tarde se vio que gjercia su funcién de GEF para Ral
Ay Ral B (61). Algunos autores encontraron que Ral A
cooperaba con Ras para producir transformacion (62),
sin embargo, esta cooperacion no ha podido ser repro-
ducida por otros autores (63). Quiza Ral-GDS se una a
otras proteinas que influyan en €l fenotipo transformado
por Ras pues existen precedentes de moléculas GEFs
gue tienen multiples funciones, como es €l caso de Sos,
que ademés de ser un GEF para Ras hace que Ras se
acople a Rac a traves de sus dominios Dbl y PH de for-
ma dependiene de PI3K (64).

Ral-GDS, y dos miembros de su familia, RGL y
RGL2 son posibles efectores para Ras y moléculas
relaccionadas con Ras como Rap, R-Ras y TC2U/R-
Ras2 (65). En ensayos in vitro, se havisto que el domi-
nio COOH terminal no catalitico de estas moléculas
interacciona con € dominio efector de Ras de forma
dependiente de GTP y que estas moléculas compiten
con Raf-1 por launién a dominio efector de Ras. Tam-
bién se ha observado asociacion entre Ras y Ral-GDS
en células COS g66). Ademas la actividad GTPasa de
los Ras-GAP ( p”’GAPy NF1) seinhibe por Ral-GDS,
lo que sugiere que Ral-GDS, igua que Raf-1, interacio-
na con Ras a traves de su dominio efector de manera
dependiente de GTP.

Por otro lado, aunque Ral-GDS y otras proteinas de
esta familia también se unen a proteinas relaccionadas
con Ras, se havisto que en ensayos de expresion transi-
toria sblo Rasy no Rap 0 R-Ras2 es capaz de incremen
tar la actividad Ral-GEF de Ral-GDS (62). Esta obser-
vacion pone de manifiesto la habilidad de una proteina
en particular paraunirsein vitro. Si esta union se produ-
ceinvivoy s ello conduce ala estimulacion de alguna
funcion queda aln por establecerse.

Otras evidencias apoyan un papel de Ral-GDS como
regulador positivo en la transformacion por Ras. La
coexpresion en NIH3T3 de dominios aislados de unién
a Ras procedentes de RGL y RGL2 inhiben la actividad
transformante de Ras pero no la de Raf-1 (65). Aungue
Ral constitutivamente activo de forma aislada no es
suficiente para inducir la transformacién, su coexpre-
sién con Ral-GDS incrementa la transformacién por
Ras y es inhibida con un dominante negativo de Ral
(62). A pesar de €llo, otros estudios no encontraron una
regulacion significativa de la actividad transformante de
Ras por proteinas mutantes de Ral A o Ral B (67). Por
ultimo, Ral-GDS y Raf-1 activado cooperan de forma
sinergistica para inducir transformacién en NIH3T3
(36, 67).

Por tanto, no esta alin establecido si €l crecimiento o
promocién del crecimiento vistos con Ral-GDS se debe
aque activan las proteinas Ral, ya que se sabe que éstas
a su vez pueden activar otras moléculas como Cdc42,
Racy lafosfolipasa D (68). Por otra parte podria ser que
Ral-GDS sea capaz de redlizar otras funciones ademas
de su actividad Ral-GEF (Fig 3).

FOSFATIDILINOSITOL (3) QUINASA (PI3K)

El enzima PI3K una quinasa lipidica que fosforila
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fosfoinositidos con preferencia por la posicion 3 del
anillo deinositol (69). Esta formada por una subunidad
catalitica (p110) y unareguladora (p85) (70). Al menos
dosisoformas de la subunidad p110 (ay b) tienen &fini-
dad por unirse alaforma Ras-GTP del dominio efector
de Ras (69). La activacion de PI(3)K por una gran
variedad de estimul os extracel ulares conduce a la pro-
duccion de fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), un
importante segundo mensajero que interacciona con el
dominio PH de la ser/treonin quinasa Akt/PKB, y la
fija ala membrana plasmatica induciendo su activacion
parcial (71). PDK1 (kinasa reguladora de lipidos) es
capaz de fosforilar y activar Akt/PKB (72). No esta
totalmente definido que es o que ocurre tras la activa-
cion de esta molécula, pero se sabe que Akt/PKB fosfo-
rila e inactiva la proteina pro-apoptética BAD (73) (Fig
3). PIP3 también tiene la capacidad de unirse a los
dominios PH de Vav (74), Sos (64) y GRP1 (75). Ade-
mas, la activacion de PI3K por interaccién directa
entre Rasy la subunidad catalitica p110 es necesaria
para que se produzca la reorganizacion del citoesguel e-
to de actina como consecuencia del fenotipo transfor-
mado (63).

Existen observaciones que situan a PI3K tanto por
encima como por debajo de Ras en |la cascada de activa
cion. Podria estar situada tras Ras pues en células COS
transfectadas con Ras activado se produce un incremen-
to en los niveles de inositoles fosfato derivados de la
PI3K, a diferencia de la transfeccion con Raf que no
afectasus niveles. Por tanto, podriaexistir convergencia
delasrutas de Raf y PI3K anivel de Ras (70). Ademés
se havisto que igua que Ras, R-Ras pero no RaplA se
uney activaPI3K (76).

Entre los indicios que situan ala PI3K por encima
de Ras, la activacion de Ras por PDGF requiere que €l
receptor de PDGF se fosforile en sitios que son de
reconocimiento y unién para la subunidad p85 (77).
Ademés laforma activada de p110 induce la elevacion
en los niveles de Ras-GTP in vivo (78). Esta aparente
contradiccion en los papeles de PI3K respecto a Ras
puede explicarse teniendo en cuenta que dependiendo
del tipo de estimulo extracelular o bien del tipo celu-
lar, la PI3K va a poder actuar por encima como un
activador o por debajo como un mediador de la fun-
cion de Ras.

MEKK1

El enzima MEKK1 es una Serina/treonina quinasa
gue se ha demostrado puede unirse directamente a la
proteina Ras mutada expresada en bacterias. Esta inte-
raccion es dependiente de GTP, se produce a través del
dominio quinasa del extremo caboxilo termina y es
bloqueada por un péptido efector de Ras (79). Si bien
estos resultados han sido la base para considerar a la
MEKK1 como un efector de Ras, no se ha conseguido
demostrar su interaccion en condiciones fisioldgicas,
por lo que su papel como efector de Ras esta cuestiona-
do. MEKK1 se activa en repuesta a distintos estimulos
extracelularesincluyendo una gran variedad de factores,
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radiaciones UV y Ras activo. Como consecuencia de la
activacion de laMEKK1, se produce la activacion SEK
(MAPKK), gque a su vez activaria otra quinasa relacio-
nada con la puesta en marcha de la muerte celular pro-
gramada, JNK/SAPK (80). La sobreexpresion de
MEKK1 produce apoptosis por |o que parece improba-
ble que sea un efector positivo importante en la trans-
formacion por Ras (81) (Fig 3).

AF6/RSB1

Fue identificado por el sistema de los dos hibridos de
levadura como una de las proteinas que se unen aRasy
también por afinidad cromatogréfica con proteinas que
se unen a Ras-GTP (82). Se expresa en una gran varie-
dad de tgjidos y tiene un ato grado de similitud en €
gen canoe de Drosophila cuya funcién se haidentifica-
do con rutas de sefidizacidon por debajo del receptor
Notch, actuando como regulador de la diferenciacion
celular (83). Mediante ensayosin vitro se havisto que el
dominio amino terminal de AF6 y canoe interaccionan
especificamente con la forma Ras-GTP y que esta inte-
raccion interfiere en la unién de Ras con Raf-1 (82). A
pesar de ello aln no se ha determinado una funcién para
AF6. Algunos autores, debido a su interaccién con uno
de los mutantes del dominio efector de Ras,
RasV12C40, no descartan un posible papel de
AF6/canoe de coordinacion de eventos en la membrana
plasmatica para remodelar € citoesqueleto de actina
(46) (Fig 3).

RIN1 (RASINTERFERENCE GENE 1)

Fue identificado por ser capaz de suprimir € fenotipo
asociado a una activacion constitutiva de Ras en S.
Cerevisiae (85). Rinl interacciona directamente con
Ras-GTPy se localiza en la membrana plasmética (86).
Rinl puede acelerar la actividad transformante de Abl y
rescatar la transformacién por mutantes defectivos de
Abl (87). No se ha identificado la funcién de esta pro-
tefna respecto a Ras pero probablemente coordine sefia-
les desde Rasa Abl (Fig 3).

PROTEINASRHO

Una de las primeras evidencias que relaccionaron a
las proteinas Rho como posibles efectores de Ras fue la
asociacion entre la proteina p190 (GAP para Rho, Rac y
CDC42) y p120RasGAP (88), un efector de Ras como
ya se ha descrito. Varios estudios han demostrado €l
requerimiento de miembros de la familia de proteinas
Rho para la actividad transformante por Ras (5), pero
los mecanismos exactos por los que las sefiades proce-
dentes de Ras se transmiten para activar Rho no han
sido aln caracterizados. Ademas, no ha sido demostra-
do s en células transformadas por Ras existen niveles
elevados de algun miembro de la familia de proteinas
Rho unido a GTP.
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CONTRIBUCION DE LOSEFECTORESDE RASA LA
TRANSFORMACION CELULAR

Como norma general, todos los candidatos a efector
de Ras reconocen Ras unido a GTPy a menos un domi-
nio efector intacto (residuos 32-40). Una caracteristica
comun a todas estas proteinas es que mutaciones en este
dominio efector tienen como consecuencialapérdidade
unidn a Ras. Por tanto, esta region es imprescindible y
compartida por todas las moléculas efectoras de Ras.

La interaccién de Ras con sus efectores es general-
mente directa (observada mediante ensayos in vitro con
proteinas purificadas). Todos ellos tienen preferencia
por Ras-GTP. Los dominios que abarcan los residuos
30-37 (Switch 1) y 59-76 (Switch I1), que definen las
diferencias de conformacion entre Ras-GDP y Ras-
GTP, estén implicados en el reconocimiento del efector
por tanto, no es de extrafiar que mutaciones en regiones
préximas o incluso superpuestas al dominio efector
impidan la unidn de algunos efectores (36, 50) (Fig 4).
Recientemente se ha propuesto otra secuencia de union
a efectores, denominada dominio RA (89), pero hasta el
momento no se ha demostrado si este dominio es un
sitio de unién para Ras. Queda por determinarse si 1os
candidatos a efector de Ras presentan una estructura
primaria o terciaria comun que defina sus propiedades
de union aRas.
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Fig. 4. Esguema de la secuencia primaria de la proteina Ras
donde se indican las regiones efectoras Switch | (aminoacidos
30-37) y Switch 1l (aminoacidos 59-76). En la parte inferior se
expande laregion Switch | con indicacion delosresiduos comu -
nes que participan en la unién de diversos efectoresy lasregio -
nes adyacentes que confieren especificidad.

El descubrimiento de las regiones efectoras de las
proteinas Ras en la que diferentes mutaciones puntuales
permitian la interaccién selectiva con efectores conoci-
dos, ha permitido establecer la contribucion relativa de
cada uno de éllos a la transformacién celular inducida
por proteinas Ras (36, 50). Este sistema se ha converti-
do sin duda en uno de los procedimientos mas elegantes
para estudiar la contribuién de cada uno de los efectores
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a las diferentes rutas de sefidizacién mediada por Ras.
Estos estudios han permitido definir que existen dife-
rentes combinaciones de los tres efectores mejor estu-
diados de Ras (Raf, Ral-GDS y PI3K) que presentan
capacidad transformante, y que ninguno de estos efecto-
res es absolutamente necesario para la transformacion.
También se ha podido implicar a otros posibles efecto-
res con funciones especificas atribuidas a las proteinas
Ras. Asi, €l uso de mutantes del dominio efector de Ras
tales como RasV“C” que esta impedido para unirse a
Raf-1y a Ra-GDS, mantiene su capacidad de interac-
cion con PI3K, dando lugar a rizamientos en la mem-
brana (90). Ademas, puede intervenir en la modulacién
del citoesqueleto de actina por interaccién con AF6
(46). Por otro lado la capacidad de este mutante, en
combinacién con el mutante RasV“G”, capaz de inte-
raccionar con Ral-GDS pero no con Raf o PI3K, para
producir transformacién tumorigénica demuestra que
vias independientes de Raf-1 son suficientes para pro-
ducir transformacion por Ras (36).

Estrategias aternativas, como la sobreexpresion o
unién a la membrana de efectores especificos de Ras
también permiten responder a la pregunta sobre su
capacidad transformante. Como gemplo, la ubicacion
en la membrana mediante la incorporacién del dominio
de unién a membrana de Ras, como en € caso de Raf-
CAAX o PI3K-CAAX. Ambas construcciones presen-
tan capacidad transformante por si solos, demostrando
su importancia en las rutas de sefializacion mitogénicas.
Por dltimo, unaterceraviaes estudiar si existe transfor-
macion por el oncogén ras en fibroblastos procedentes
de ratones deficientes en un efector especifico. En resu-
men, las proteinas identificadas hasta la fecha como
posibles efectores de las funciones de Ras pueden ser
mediadores criticos de su funcion normal o de su capa-
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cidad transformante. En algunos casos, su papel preciso
sigue siendo unaincognita.

CONTROL DEL CICLO CELULAR POR RAS

Las proteinas Ras interaccionan con un espectro de
efectores dando lugar a diferentes respuestas fisiol 4gi-
cas que incluyen fundamentalmente, aungue no de for-
maexclusiva, laregulacion de laproliferacion y ladife-
renciacion celular. La activacion de Ras en condiciones
normales regula diferentes moléculas que intervienen
en la progresion del ciclo celular. Estas moléculas pue-
den ser reguladores positivos como las ciclinas depen-
dientes de kinasas (CDK) y negativos como los inhibi-
dores de CDK. La mayoria de las caracteristicas
conocidas de la transformacion mediada por Ras resul-
tan de una sefializacion inapropiada o desregulada que
afecta el control normal del ciclo celular.

SENALESINHIBITORIAS

Recientemente dos estudios han apuntado € meca
nismo molecular por € que las células primarias son
resistentes a la transformacion por Ras. En este tipo de
células la activacion de la cascada Ras/Raf/MAPK
induce la activacion de p53 y éstaa su vez activalapro-
tefna inhibidora de CDK (CDKI) p21 cipl dando lugar
a la parada del ciclo celular (94). Por otro lado, se ha
visto que en fibroblastos primarios de roedores y mami-
feros esta parada de ciclo celular se asocia a la induc-
cion de p21 ciply p16INK4a (95) (Fig. 5). Ademas, los
fibroblastos normales en donde ha habido parada del
ciclo celular por Ras presentan un fenotipo indistingui-
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Fig. 5. Participacion de proteinas Ras en la regulacién de diversos componentes reguladores del ciclo celular como p53 'y pl6, y
sus efectos en los elementos criticos como las quinasas dependientes de ciclinas, Rb y el factor de transcripcion E2F.
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ble de la senescencia (95) asociado a la induccién de
CDKI como p21 ciply p16INK4a (95).

COOPERACION CON RAS

En céulas primarias de Schwann la atenuacion de
p21 “* ya sea por inhibicién de p53 o por induccion de
laexpresion antisentido, produce la pérdida de lainhibi-
cion del crecimiento por Ras. Del mismo modo, la
expresion de Ras activado en células deficientes en pl6
(p16™) o p53 (P53 no presenta inhibicion del creci-
miento (95).

En fibroblastos humanos la situacion es més compli-
cada ya que lainactivacion tanto de p53 como de lavia
Rb/p16 de forma independiente, no es suficiente para
producir la parada de ciclo celular por Ras, mientras que
la expresion del adenovirus E1A, que es capaz de blo-
guear ambas vias, puede sobreponer la inhibicion del
crecimiento por Ras (95).

Estos resultados estarian de acuerdo con las observa-
ciones de que lainactivacion de p16 o p53 es suficiente
para sobreponer la senescencia en fibroblastos de roe-
dores, y que lainhibicidn de ambas es necesaria en célu-
las humanas (96). Una explicacion para estas diferen-
cias entre c8ulas de roedor y humanas podria ser que en
fibroblastos murinos los niveles de p53/p21™ o p16
inducidos por Ras o durante la senescencia son insufi-
cientes de forma individual para detener € crecimiento
celular. Otra diferencia es que las células primarias de
roedores transformadas por Ras y E1A son inmortales,
mientras que fibroblastos humanos que sobreexpresan
ambos entran en un estado de crisis inducido por €
acortamiento de | os telbmeros.

SENALES PROLIFERATIVAS

Ras induce proliferacion y transformacion en muchas
células normales que expresan otros oncogenes y en la
mayoria de las lineas celulares inmortalizadas esponté-
neamente. Asi, Ras tiene efectos contrarios sobre €
ciclo celular a los descritos anteriormente. Probable-
mente las sefides necesarias para la parada de creci-
miento inducidas por Ras se pierden durante el proceso
de inmortalizacion (97). Una excepcion la constituye la
linea celular REF-52 que sigue manteniendo la capaci-
dad de responder negativamente para Ras (98), segura-
mente porque el proceso de inmortalizacion de esta
linea es por otra via independiente. Recientes estudios
han relaccionado a Ras con Rb (99) en donde Ras pare-
ce ser necesario paralainduccion delaciclinaD1y la
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consiguiente fosforilacion e inactivacion de Rb. Por tan-
to, céulas deficientes en Rb (Rb") no necesitarian la
actividad de Ras para dividirse (99).

En la mayoria de las lineas celulares inmortalizadas
la activacion de la via de sefidlizacion de Ras induce
proliferacion, sin embargo, incluso para células inmor-
talizadas la situacion no esté clara. La fuerte sobreex-
presién de receptores de factores de crecimiento, atos
niveles de Ras activado, o la expresion constitutiva de
Raf puede dar lugar ainhibicion del crecimiento celular
por inducién de p21 * (100). Estas observaciones
demuestran como diferencias cuantitativas en la activi-
dad de una ruta de sefidizacién puede tener efectos
opuestos sobre €l ciclo celular. Por otro lado, mediante
el mutante RasvV”C" se ha visto que la via de PI3K
sinergiza con la via de Raf para inducir la sintesis de
DNA vy la pérdida de inhibicién por contacto (63). En
esta situacion Ras, mediante la activacion de PI3K, pro-
teje frente a la muerte celular para conectar las sefiales
proliferativas (101).

FUTURAS DIRECCIONES

La frecuente asociacién de mutaciones de Ras con
canceres humanos ha sido la base para plantear aproxi-
maciones farmacol 6gicas que antagonizaran la funcion
de Ras 0 moléculas relaccionadas, como sus efectores.
Con este fin, se han utilizado inhibidores de la farnesil-
transferasa (FT1) (91) queimpiden el anclajede Rasala
membrana plasmética y en consecuencia su total fun-
cion. Esta aproximacion puede no ser apropiada debido
aque Ras es una molécula central en muchas otras rutas
y a que existen otras moléculas importantes en rutas
metabdlicas o de sefializacién no mitogénica que tam-
bién se farnesilan. Por ello intervenir sobre alguna de
las dianas situadas por debajo de Ras podria tener cier-
tas ventgjas. Numerosos grupos se encuentran en la
actualidad disefiando inhibidores de los componentes de
la cascada Raf-MEK-MAPK y otras, pero por e
momento solo se dispone de estudios preliminares.
También estdn siendo sometidos a estudio inhibidores
del enzima colina quinasa (92). Este enzima es activado
por Ras por un mecanismo todavia no dilucidado com-
pletamente y es la principal responsable de la produc-
cion de fosforilcolina (PCho), un derivado lipidico
implicado en mitogénisis (93). La posibilidad de blo-
guear una o varias rutas en las que esté interviniendo
Ras interferiria con mayores garantias su funcion trans-
formante, revertiendo las propiedades de crecimiento
maligno e invasivo que tienen las células cancerigenas
en las que participe este oncogén.
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INTRODUCCION

Los oncogenes nucleares codifican proteinas que se
localizan normalmente en el nacleo celular. La mayoria
de los oncogenes nucleares codifican proteinas que
actlian como factores de transcripcion regulando (acti-
vando o inhibiendo) la expresion génica. Ello los hace
particularmente interesantes, a controlar aquellos genes
directamente responsables de la conversion de las célu-
las normales en transformadas. Los productos de los
oncogenes nucleares constituyen en muchos casos €l
punto de convergencia de la cascada de eventos que los
factores de crecimiento disparan a interaccionar con
sus receptores presentes en la membrana celular. La
serie de fosforilaciones (por receptores tirosina quina-
sa), interacciones proteina-proteina (con intervencion
de moléculas adaptadoras con dominios SH2 y SH3) y
activacion de moléculas transductoras (Ras y otras con
actividad GTPésica) tienen como consecuencia la
modulacién (frecuentemente la activacién por fosforila-
cién) de una serie de proteinas presentes en € nicleo
celular, algunas de | as cual es son productos de |os onco-
genes nucleares. Las proteinas codificadas por oncoge-
nes nucleares estan reguladas, ademéas de por factores
de crecimiento que inducen la proliferacion celular, por
agentes que inducen dafio o estrés a las células como la
luz ultraviol eta o agentes quimicos que alteran la estruc-
turadel DNA, y en condiciones fisiol égicas por algunas
hormonas y mediadores que son capaces de inducir
modificaciones estructurales (fosforilacién...) o confor-
macionales que modifican su actividad. Por todo €llo, es
obvio que el andlisis de la actividad y regulacion de los
oncogenes nucleares y la caracterizacion y estudio de
los genes que controlan son claves para el conocimiento
de las etapas iniciales del proceso por € que las células
normales se convierten en cancerosas. La alteracion de
la expresion de estos oncogenes, bien por un aumento

anormal que causa un incremento excesivo de las prote-
inas que codifican o bien por mutaciones que originan
proteinas ateradas con funcién anémala, provoca la
desregulacién de |os genes que controlan.

Un segundo grupo de oncogenes nucleares codifican
proteinas implicadas en € control del ciclo de divisién
celular.Su mutacién provoca el aumento de la vel ocidad
de proliferacion celular. Finalmente, se conocen otros
oncogenes gque dan lugar a quinasas o incluso a protea-
sas localizadas en el nicleo celular.

REGULACION DE LA EXPRESION GENICA. TRANSCRIPCION

La expresion génica esta controlada a muchos nive-
les (1, 2). El primero es la transcripcion del DNA a
RNA en un proceso en cuyo inicio intervienen la enzi-
ma RNA polimerasay un cada vez mejor definido con-
junto de proteinas (TFs, o factores basales de transcrip-
cién) que constituyen el complejo iniciador o basal dela
transcripcion. Este complejo se une a unaregion de los
genes denominada promotor constituida por secuencias
definidas de nucledtidos que estdn inmediatamente
adyacentes (cajas TATA, con secuencias tipo TATA-
AT) o coinciden (Iniciadores, ricas en C y con nucledti -
dos en posiciones definidas) con €l inicio de la trans-
cripcion. En la regulacién de este proceso intervienen
ademés una serie de proteinas que actlian potenciando o
inhibiendo la actividad de la maguinaria de transcrip-
cion: son los factores de transcripcion. Su accién tiene
lugar mediante la uni6n a zonas especificas de los genes
mas 0 menos cercanas a promotor (en algunos casos
adyacentes y en otras distantes decenas, centenares o
incluso miles de nucledtidos; localizadas a veces en la
regiéon previa 5° a promotor, y otras pasado éste, en
intrones, en la region codificante, o incluso en la zona
3 posterior a ésta). En cualquier caso, la union de los
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factores de transcripcién a DNA provocacambiosen la
velocidad con que la RNA polimerasa transcribe los
genes. Estos cambios son motivados por interacciones
directas o indirectas (através de otras proteinas denomi-
nadas co-reguladores o adaptadores) con los factores
basales de transcripcién o TFs. Existen dos tipos de co-
reguladores: los que potencian la transcripcion o co-
activadores, y los que la inhiben o co-represores. El
efecto positivo de los co-activadores se debe a una acti-
vidad intrinseca de acetilacién de histonas o ala capaci-
dad de atraer otras moléculas con esta actividad enzimé-
tica. La acetilacion de residuos de lisinas en las histonas
gue estén estrechamente unidas al DNA anula su carga
positiva, lo que llevaaladisminucién de su afinidad por
el DNA, que esta cargado negativamente en sus grupos
fosfato. Como consecuencia, la estructurade la cromati-
na (los nucleosomas) se relgja, haciéndose mas abiertay
accesible a la entrada del complejo iniciador de trans-
cripcion, y asi se favorece la expresion de los genes. Por
el contrario, los co-represores favorecen lainhibicién de
la transcripcién mediante su asociacion a proteinas con
actividad deacetilasa de histonas. La eliminacion de los
grupos acetilo de las histonas aumenta su carga positiva
y con ello laafinidad de union con el DNA y el compac-
tamiento de la cromatina, que se hace inaccesible al
complejo iniciador de la transcripcion.

Los factores de transcripcion juegan un papel funda-
mental en la expresién especifica de los genes propios
de un tejido o tipo celular determinado. Se cree que en
todas las células existe un nivel basal, muy reducido de
transcripcién de lamayoria, si no todos, los genes, y que
es la existencia de factores de transcripcién (conjuntos
de €llos actuando coordinadamente) especificos lo que
determina qué genes van a ser eficientemente expresa-
dos en cada célulay, como consecuencia, el fenotipo y
funcion celular. Naturalmente, deben existir mecanis-
mos 0 agentes que regulen a su vez la expresion y/o la
actividad de los factores de transcripcidn. Estos son fac-
tores de crecimiento, morfégenos y hormonas de pro-
duccién enddégena en condiciones fisioldgicas, y facto-
res exégenos como radiaciones, agentes quimicos de la
dieta, drogas...

El hecho de que algunos de |os factores de transcrip-
cién sean producto de oncogenes implica que sus activi-
dades son criticas para los procesos de proliferacion y
de adquisicion y mantenimiento del fenotipo diferencia-
do de las células. Lo que equivale a decir que los genes
gue regulan son fundamentales en los procesos cuya
alteracién conduce a la aparicién de canceres.

ONCOGENES NUCLEARES: DESCUBRIMIENTO,
REGULACION, IMPORTANCIA

Como ocurre con todos los tipos de oncogenes, €l
estudio de los virus que inducen transformacion celular
y tumores en animales ha sido clave para e descubri-
miento de muchos de los oncogenes nucleares (2). El
trabajo que diversos laboratorios desarrollaron durante
las décadas de los sesentay setenta que condujo al aisla-
miento y clonado de los genomas de los retrovirus cau-

REev. CANCER

santes de tumores en animales permitio, posteriormente
caracterizar algunos oncogenes cuyos productos se
localizan en €l nlcleo de las células infectadas. El clo-
nado de los homdlogos celulares (proto-oncogenes, c-
onc) a partir de los oncogenes nucleares virales (v-onc)
llevd a comprobar que las proteinas por ellos codifica-
das se encuentran también en el nicleo de numerosos
tipos de células, asi como la existencia de diferencias
entre las proteinas normales codificadas por los proto-
oncogenes y las codificadas por los oncogenes virales.
Estas diferencias, que muchas veces se acomparian de
un mayor nivel de expresion de los oncogenes virales
debido a la elevada transcripcion de los genomas de
retrovirus, son la causa de un comportamiento anormal
en su accion como factores de transcripcion.

El trabajo presente y futuro en este &rea se centraen
gran medida en el descubrimiento de los genes que son
regulados por los factores de transcripcion codificados
por los proto-oncogenes existentes en las células nor-
malesy por las versiones ateradas que son producto de
su mutacion y/o expresion anormal (sobre-expresion,
expresion bien en un tipo celular o bien en una etapa del
desarrollo inadecuado). Naturalmente, ademéas es de
gran importancia conocer cOmo esta controlada la acti-
vidad de los productos de los oncogenes nucleares
como factores de transcripcién: su fosforilacion, inte-
racciones con otras proteinas nucleares, por ligando (en
€l caso de erbA y quiza de otros), y su propia expresion.
Es evidente que & conocimiento de los genes regulados
y del mecanismo de accidn de los oncogenes nucleares
serd muy Util para comprender |os procesos y mecanis-
mos basicos de la transformacion maligna, la prolifera-
cién celular y, en general, la expresion génica.

EL ONCOGEN erbA

El oncogén v-erbA esta presente en el genoma del
virus de laeritroblastosisaviar (AEV), un retrovirus que
causa eritroleucemias y sarcomas en aves (3). No tiene
una elevada actividad transformante por si sdlo, sino
gue actlia potenciando la accién oncogénica de v-erbB,
el segundo oncogén del AEV. V-erbA bloquea la dife-
renciacion terminal a eritrocitos maduros y, aunque de
modo menosimportante, aumenta el efecto proliferativo
de v-erbB, que codifica por una forma alterada del
receptor tirosina quinasa de membrana del factor de cre-
cimiento epidérmico. En precursores eritroblasticos de
pollo, v-erbA coopera con €l receptor c-kit del factor de
crecimiento de células multipotentes (“stem cell fac-
tor”) en la induccion de proliferacién y blogueo de la
diferenciacion, sustituyendo la accion de estrégenos y
glucocorticoides a través de sus receptores nucleares
(4). Ademas, v-erbA es capaz de cooperar con otros
oncogenes con actividades bioguimicas muy diferentes
tales como ras, src, sea o fps en la transformacion de
eritroblastos (5). V-erbA es unaforma mutada de TR/c-
erbAa, uno de los dos genes (a, b) del receptor nuclear
de ataafinidad de las hormonastiroideas (laforma acti-
vatriyodotironinao T3, y la pro-hormonatiroxina o T4,
con una menor capacidad de union al receptor) (6). Los
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receptores de T3/T4 (TR) son, por tanto, el producto de
los proto-oncogenes c-erbA. Son proteinas que se
encuentran siempre en €l nlcleo asociadas a la cromati-
na, actuando como factores de transcripcién regulados
por ligando/hormona. Forman heterodimeros, que
muestran maxima afinidad por el DNA, con las protei-
nas RXR. Estas son codificadas por tres genes (RXRa,
b, g y son, a su vez, receptores de un derivado de la
vitamina A, €l &cido 9-cisretinoico.

La proteina v-ErbA presenta diversas alteraciones
respecto a c-ErbA (figura 14). Entre ellas, la fusion en
su extremo amino-terminal de parte de la proteina viral
Gag y una deleccidn que cubre los primeros 12 aminoé-
cidos incluyendo €l primer sitio de fosforilacién en c-
ErbA. Como resultado de un cambio Gly por una Ser en
laregion de unién a DNA, la proteina v-ErbA tiene una
menor afinidad de unidén a las secuencias de DNA alas
gue se une €l receptor normal, denominadas “ Thyroid
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Response Elements’ o TRE. Estos TRE son variantes
més 0 menos modificadas del hexémero AGGTCA en
repeticiones directas o invertidas (palindrémicas) con
un nimero de nucledtidos (espaciador) entre dichas
repeticiones que suele ser de cuatro (7, 8). Ademés,
diversas mutaciones puntualesy una deleccién muy cer-
ca del extremo carboxi-terminal son responsables de
gue v-erbA no sea capaz de unir hormona ni de activar
la expresion de los genes inducidos por T3, y de que
exhiba una reducida afinidad por las proteinas RXR
(figura 1a).

En ausencia de hormona o cuando sus niveles son
bajos, €l receptor normal c-erbA inhibe la expresién de
los genes a los que estéd unido, disminuyendo el nivel
basal de transcripcion (figura 1b) (9, 10). Larepresion de
latranscripcidn génica se debe ala constitucién de com-
plgjos con diversos co-represores (N-CoR, SMRT) y
otras moléculas (Sin3, HDAC/RPD3) que tienen activi-
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Fig. 1. a) Esquema del receptor normal celular c-ErbAy la proteina viral oncogénica v-ErbA. Se muestran |os dominios de union a

DNA y hormona, y la distribucion de las mutaciones puntuales y deleciones existentes en v-ErbA. Como consecuencia, v-ErbA no

une T3 ni es capaz de activar la transcripcion génica, y muestra ademas una reducida afinidad de unién a DNA y RXR. b) Modelo

de accién de TR/c-ErbA. En ausencia de hormona TR/c-ErbA se une al DNA formando heterodimeros con RXR y reprime la trans -
cripcion génica mediante la constitucion de complejos con diversos co-represores (N-CoR, SMRT) y otras moléculas (Sn3,

HDAC/RPD3) que tienen actividad deacetilasa de histonas. Como consecuencia la cromatina queda condensada e innaccesible a

la maquinaria transcripcional, con lo que se reprime la expresion génica. La unidn de T3 provoca un cambio conformacional en

TR/c-ErbA que se traduce en el intercambio de co-represores por co-activadores (N-CoA, SRC-1, CBP/p300) y la accion de aceti -
lasas de histonas que abren la estructura de la cromatina y causan la activacion de la transcripcion. Por el contrario, su sobre-

expresion a partir de los potentes promotores retrovirales provoca que v-ErbA pueda, a pesar de su menor afinidad por DNA y

RXR, competir por los mismos sitios de unidn y, debido a su incapacidad de unir T3, inhibir de modo constitutivo la expresion géni -
ca. Modificada de Mufioz A, “ Cancer. Genesy nuevasterapias’, Ed. Hélice, Madrid, 1997, (con permiso de la editorial).

45



30 C. CAELLESET AL

dad deacetilasa de histonas. Launion de T3 a TR/c-ErbA
provoca un cambio conformacional en éste, que se tradu-
ce en laliberacion de los co-represores y la asociacion
posterior con moléculas co-activadoras (N-CoA, SRC-1,
CBP/p300) con actividad acetilasica de histonas intrin-
seca 0 con capacidad de unir enzimas con esta actividad.
La consecuencia final esla activacion de la transcrip-
cion. Asi, c-ErbA funciona como un factor de transcrip-
cion inducible por ligando. Por el contrario, la proteina
codificada por € oncogén v-erbA al no ser capaz de unir
hormona permanece unida a los co-represores actuando
como un represor constitutivo de la transcripcion. Su
sobre-expresién a partir de los potentes promotores
retrovirales provoca que v-ErbA pueda, a pesar de su
menor afinidad por DNA, competir por |os mismos sitios
de union e inhibir de modo constitutivo la expresion de
los genes que son fisiol 6gicamente activados por TR/c-
ErbA y T3. Si bien v-erbA tiene también una menor
capacidad de unirse a RXR formando heterodimeros, sus
elevados niveles de expresion en células infectadas por
el AEV deben probablemente conducir a un “secuestro”

delas proteinas RXR que impidalaformacion de hetero-
dimeros funcionales entre c-ErbA y RXR. Por otra parte,
dada la existencia de dos mutaciones en su region de
unién aDNA, es posible que v-ErbA sea capaz de unirse
a secuencias de DNA distintas de las que se une € recep-
tor normal c-ErbA. Esto ha sido descrito invitro, y si

tuvieratambién lugar in vivoimplicarialaregulacién por
v-erbA de genes distintos a los fisiol 6gicamente regula-
dos por T3 através de c-ErbA (12).

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE V-ERBA: ERITROBLASTOS S

Como se ha mencionado anteriormente, v-erbA inhi-
be la diferenciacion terminal de los eritroblastos en ani-
males infectados por el AEV. Teniendo en cuenta sus
caracteristicas, cabe esperar que esta accion sea el resul-
tado de la regulacion de genes implicados en este proce-
so. De acuerdo con €llo, se han descrito tres genes cuya
expresion es inhibida por v-erbA: la anhidrasa carboni-
cadetipo Il (CAIl), band3, y la d-aminolevulinato sin-
tetasa (d-ALA-S) (13). Confirmando la prediccién,
estos genes codifican proteinas claves parala fisiologia
del eritrocito: la formacion de bicarbonato a partir de
agua y anhidrido carbonico (CAIl), e intercambiador
de membrana que saca bicarbonato de las células e
introduce iones cloruros (band3), y la enzima clave que
regula la sintesis de porfirinas constituyentes del grupo
hemo (d-ALA-S). Sin embargo, deben existir otros
genes regulados por v-erbA alin no caracterizados. Ello
se deduce de experimentos en los que no se ha podido
revertir totalmente la inhibicién de la diferenciacion de
los eritroblastos infectados mediante la introduccion y
expresion de estos genes (14). Por otra parte, la expre-
sién de v-erbA causa en ratones transgénicos ateracio-
nes en €l epitelio del tiroidesy de lavesicula seminal, y
la aparicion de hepatocarcinomas. Curiosamente, esto
ultimo solo ocurre en machos, indicando la existencia
de interacciones entre v-erbA y alguna(s) hormona(s)
sexual(es) (15).

REev. CANCER
PAPEL DE ERBA EN OTROS CANCERES

Como sugiere la aparicion de hepatocarcinomas en
animales transgénicos, es posible que alteraciones en c-
erbA, bien por mutaciones del tipo de las existentes en
v-erbA u otras, 0 bien por sobre-expresién o delecién,
puedan estar implicadas en algun tipo de cancer en €l
hombre. Una serie de hechos apoyan esta posibilidad.
Por una parte, es conocido desde incluso antes de la
caracterizacion del proto-oncogén c-erbA como recep-
tor de T3 que éste se expresa en préacticamente todos los
tipos celulares del organismo. De hecho, cadatipo celu-
lar expresa un definido repertorio de proteinas c-ErbA.
Actualmente, se sabe que los receptores de las hormo-
nas tiroideas estan codificados por dos genes, a y b, que
por mecanismos de procesamiento alternativo y uso de
distintos promotores dan lugar a distintas isoformas del
receptor (3). El gen TR/c-erbAa codifica las isoformas
denominadas TR/c-ErbAal, c-ErbADal, c-ErbAa2, c-
ErbADa2, c-ErbAa3y Rev-ErbAa. Unicamente € pri-
mero de ellos es capaz de unir T3y actuar como verda-
dero receptor, por €ello se denomina TRal. Las
isoformas a2y a3 pierden la capacidad de unir hormo-
na pero mantienen la de unirse al DNA por lo que, a
menos en ensayos de co-transfeccion de células en cul-
tivo, interfieren con los efectos mediados por |os recep-
tores funcionales (2). c-ErbADal y Da2 fueron descu-
biertas muy recientemente. Se expresan a partir de un
promotor interno localizado en €l intrén 7 del gen y
carecen del dominio de union a DNA, por lo que podri-
an actuar como inhibidores transcripcionales de | os pro-
pios TRs (16). Rev-ErbAa es transcrito a partir de la
cadena complementaria no codificante del gen TR/c-
erbAa, no ligahormonay su funcién es desconocida. El
gen TR/c-erbAb dalugar adosisoformas, TR/c-erbAbl
y TR/c-erbAb2, que se diferencian sdlo en e extremo
amino-terminal. Ambas unen T3, y, por lo tanto, son
funcionales. Por otra parte, las formas de c-ErbA expre-
sadas varian durante € desarrollo, probablemente debi-
do aunaregulacién por agentes endégenos como la pro-
pia T3y otros que son desconocidos. Todo esto, junto
con las multiples e importantes acciones que T3 tiene
durante €l desarrollo ontogénico, especialmente en la
etapa embrionaria y postnatal temprana (aunque tam-
bién en la vida adulta), sugiere la participacion de las
proteinas c-ErbA en el proceso de diferenciaciéon de
diversos tipos celulares (2).

Las hormonas tiroideas son moléculas de naturaleza
lipofilicay bajo peso molecular que controlan una gran
variedad de procesos bioldgicos. Son capaces de
difundir a través de la membrana plasmética 'y gjercen
su accidn en casi todos los tipos celulares regulando €l
metabolismo general, € crecimientoy ladiferenciacion,
mediante el control de la expresion génica a través de
las proteinas c-ErbA (2). La relativa abundancia de
expresion de c-erbA en células nerviosas (neuronas y
glia), musculo cardiaco y hepatocitos, se correlaciona
con los efectos de T3 sobre la maduracion cerebra
(diferenciacion neuronal y glial, mielinogénesis, sinap-
togénesis,...), lafuncion cardiacay hepatica respectiva-
mente, y laregulacién de genes en dichos érganos (17).
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T3/c-erbA también modulan la expresién genética y
diferenciacién neuronal inducida por el factor de creci-
miento nervioso NGF de células PC12 (18). Reforzando
€l nexo entre T3/TR/c-erbA y e cancer, recientemente
se ha descrito la interaccion directa de TRal y TRbl
con €l producto del gen supresor p53 (19, 20). La pro-
tefna p53 normal, pero no una mutante, es capaz de
reprimir la activacion transcripcional mediada por
TRb1 en presenciade ligando (20) y blogueatambién la
activacion independiente de hormona de TRal en célu-
las GH4C1 de pituitaria (19). Por otra parte, el receptor
TR/c-erbAbl inhibe la activacion transcripcional de
ciertos genes (gadd45, bax) por p53, aungue no de otros
(p21) (21). Asimismo, la proteina Rb del retinoblasto-
ma, producto de otro gen supresor de tumores, es capaz
deunirse al co-activador Trip230 e inhibe su efecto esti-
mulador sobre la actividad transcripcional de TR (22).

Resultados recientes de nuestro grupo demuestran
gue T3/c-erbA y v-erbA gercen efectos opuestos sobre
la expresién de genes especificos de astrocitos y oligo-
dendracitos en una linea celular de caracteristicas glia-
les establecida a partir de cerebro embrionario de raton
(23). Ademés, mientras que v-erbA provoca un aumen-
to de la supervivenciay proliferacién celular debidaala
induccién de la expresion y secrecion del factor de cre-
cimiento PDGF B, que estimula las células autocrina-
mente, c-erbA causa el efecto opuesto, disminuyendo el
crecimiento y acelerando la muerte celular (apoptosis)
en ausencia de suero (24). En parte debido a la induc-
cion de PDGF B, v-erbA causalaadquisicion de capaci-
dad invasiva por las células y un fenotipo transformado
(25).

Un elevado nimero de estudios clinicos y experi-
mentales involucran alahormonatiroideay asus recep-
tores en procesos relacionados con la carcinogénesis.
T3 aumenta €l potencia transformante de carcinégenos
quimicos, radiaciones y virus (26, revision), y ademés
es capaz de aumentar la actividad del oncogén ras en
células en cultivo (27). In vivo, los receptores de T3 se
expresan tanto en la glandula mamaria normal (28, 29)
como en las céulas de cancer de mama en animales
(30-32). Desde que hace ya més de un siglo Beatson uti-
lizase extractos de tiroides en el tratamiento del cancer
de mama (33), multiples estudios han intentado relacio-
nar el estado tiroideo con esta enfermedad, aunque los
datos hasta e momento son contradictorios (34-42).
Algunos grupos han descrito que €l hipotiroidismo
incrementa el riesgo de padecer cancer de mama, mien-
tras que para otros su efecto seria preventivo (39, 43).
Los datos publicados sobre la relacion entre cancer de
mama e hipertiroidismo (44), tiroiditis (45) o terapia de
reemplazo con T4 (46) son igualmente inconsistentes.
También se ha descrito un aumento de |os casos de can-
cer de mama en areas con bocio endémico (38, 47), pero
éstos no disminuyeron cuando se llevé a cabo una profi-
laxis con yodo (43). Por otra parte, es interesante la
observacion de que la concentracion de T3 libre es
mayor en el fluido de los quistes mamarios que en el
suero, lo que sugiere un papel delahormonaen lafisio-
logia de la enfermedad fibroguistica mamaria (48). Asi-
mismo, se ha propuesto que en pacientes con cancer es
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frecuente el estado hipotiroideo como consecuencia del
elevado nivel de citoquinas como la IL-6 (49), y que la
baja concentracion de hormona circulante se asocia con
una peor respuesta a la terapia y con peor prondstico
(50).

Conaocido €l carécter oncogénico de mutaciones en
erbA en animales, hoy € andlisis de la integridad y/o
expresion de estos genes tiene més relevancia que €
estudio de los niveles de T3/T4 circulantes. En pacien-
tes con cancer de mama se han descrito amplificaciones
y delecciones de los genes erbA que sugieren una alte-
racion en estos tumores de |la regulacién génica depen-
diente de T3 (51, 52). De hecho, T3 interviene en la
regulacion del desarrollo del epitelio mamario y de la
sintesis de proteinas de la leche (53-57). Se han encon-
trado, ademaés, ateraciones en los loci erbA en leuce-
mias (58) y en carcinomas humanos de colon (59), pul-
mon (60), estémago (61) e higado (62). Ademas, se ha
descrito la presencia de receptores de hormona tiroidea
mutados en unalinea celular de hepatocarcinoma huma-
no, lo que se asocia a una menor expresion del gen
nm23 de accion anti-metastética (63).

Nuestros estudios revelan que la expresion de niveles
elevados de c-erbA en una linea no tumoral de células
de epitelio de mama que muestra un fenotipo diferen-
ciado normal provoca una serie de efectos indeseables
de T3 como son lainduccién de proteasas implicadas en
latransformacién maligna (estromelisinas 1y 2, colage
nasa V), la disminucién de la adhesion célula-célulay
la inhibicién parcial de la polaridad celular tipica del
epitelio, asi como la destruccion de la capacidad morfo-
génica (64). Ademés, hemos observado que T3 reduce
la expresion de tenascina-C, una proteina secretada a la
matriz extracelular por células tumorales y estromales
que regula, generamente aumentando, la movilidad
celular, asi como la capacidad invasiva y angiogénica
(65). De este modo, la sobre-expresién de c-erbA podria
tener un efecto beneficioso sobre el fenotipo celular dis
minuyendo la capacidad invasiva. Es claro que se
requieren més estudios para entender los efectos com-
plejosde erbA y su ligando T3 en € epitelio mamario.

L os datos obtenidos sugieren la posibilidad de que la
sobre-expresién (por amplificacion génica u otros
mecanismos) de receptores normales de T3 codificados
por c-erbA pueda estar implicada en el proceso de apa
ricion/progresion de carcinomas de mama. A lavistade
estos resultados, el interés de estudiar |os efectos de v-
erbA u otra forma mutada de c-erbA y, sobre todo, la
integridad, funcionalidad y niveles de expresién de las
proteinas c-erbA en biopsias de tumores de mama de
pacientes es obvio. Como se ha mencionado, diversos
grupos han descrito en los Ultimos afios alteraciones en
uno u otro gen TR/c-erbAa/b en distintos tipos de
tumores humanos. Sin embargo, € escaso nimero de
estudios y pacientes analizados dejan estos resultados
pendientes de su confirmacion definitiva. Aun mas, a
igual que ocurre con todos los estudios que tratan de
relacionar una alteracion génica con un tipo de cancer,
es convenienteindicar que el significado de alteraciones
en un locus genético detectadas en un tumor macroscéd-
pico obtenido por reseccién quirdrgica es dudoso, dado
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gue en etapas tan tardias de la progresion tumora la
acumulacion de todo tipo de aberraciones cromosomi-
cas, incluso de grandes proporciones, dificulta cualquier
andlisis.

En definitiva, la caracterizacion del oncogén v-erbA
como una forma mutada del receptor nuclear de T3y su
intervencién en la aparicién de leucemias en animales
congtituye el nexo entre hormonas y cancer que durante
anos ha estado latente, pero sin definir en la literatura.
Es evidente que € estudio en profundidad de la activi-
dad de erbA permitira establecer s alteraciones en €l
receptor de T3 o disfunciones de la propia accion hor-
monal intervienen en alglin proceso canceroso en el
hombre.

LOS ONCOGENES jun/ fos

Los oncogenes v-jun y v-fos fueron descubiertos en
retrovirus animales; € virus del sarcoma aviar 17
(ASV-17) y dos virus que producen osteosarcomas en
ratones (Finkel-Biskis-Jinkins o FBJ y Finkel-Biskis-
Reilly o FBR) respectivamente. Ambos provienen de
genes celulares: |os proto-oncogenes c-jun y c-fos, res-
pecto a los cuales presentan algunas mutaciones. En
ambos casos existen en el genoma celular genes relacio-
nados que congtituyen sendas familias: la familia jun
formada por los genes c-jun, junB y junD, y la familia
fos que incluye a los genes c-fos, fosB, fraly fra-2
(figura 2a) (2, 66, 67).

Las proteinas Jun y Fos muestran homol ogias estruc-
turales (figura 2b), teniendo ambas una regién o domi-
nio responsable de activar la transcripcion y otra de
union a DNA. Esta Ultima contiene dos subregiones:
una rica en aminoéacidos basi cos que interacciona con €l
DNA vy otra en leucinas, que forma una estructura deno-
minada de cremallera de leucinas (“leucine zipper”)
necesaria para la dimerizacion, requisito éste para unir-
se al DNA. Jun y Fos son capaces de interaccionar in
vitro e in vivo formando complejos. Existen, sin embar-
go, diferencias. mientras las de la familia Jun son capa-
ces de formar homodimeros que se unen eficientemente
al DNA, ademés de heterodimeros con los miembros de
la familia Fos, éstas solo forman interacciones estables
en heterodimeros con proteinas de lafamilia Jun (figura
2¢). Ademas, se ha descrito la formacion de dimeros de
Jun con otras moléculas, como los factores de transcrip-
cion delafamilia ATF o las proteinas Maf.

Ambas proteinas, c-Jun y c-Fos, fueron identificadas
como constituyentes del factor de transcripcién AP-1
(“Activating Protein-1"). Este factor AP-1 se une a
secuencias TGACTCA, que es un elemento de respues-
ta a agentes promotores de tumores del tipo ésteres del
forbol como el TPA (12-0-tetradecanoil-13-forbol-ace-
tato), y que esta presente en genes como colagenasa |,
estromelisinas, interleuquina-2 y otros muchos. AP-1 es
activado también por factores de crecimiento y diversos
agentes de estrés celular, y media la accion de numero-
SOS ONCcogenes receptores tirosina quinasa de membrana
y de la cadena de transmisién de la sefial mitogénica.

Los genes jun y fos son inducidos rgpida y transito-
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riamente tras el tratamiento con suero o factores de cre-
cimiento, por 1o que se consideran genes de respuesta
inmediata. Su expresion es consecuencia de la sefia
mitogénica que comienza en la membrana plasmatica
tras la union de los factores de crecimiento a sus recep-
tores con actividad tirosin-quinasay que llega al ntcleo
por activacion y translocacion de serinaltreonina quina-
sas (ERK-1,-2/MAPK...). Estas fosforilan factores (Elk-
1) que activan su transcripcion (c-fos), o fosforilan
directamente al complejo AP-1 (68). Ambos genes, c-
juny c-fos, tienen en sus promotores el ementos de regu-
lacién por AP-1, lo que implica que se autoregulan. La
actividad de las proteinas c-Jun y c-Fos esta regulada,
ademas de por su propia expresion y formacion de
homo/heterodimeros, por fosforilacion directa por qui-
nasas especificas (“c-Jun N-terminal Kinases” o JNKs,
también denominadas SAPK; y “Fos-Regulating Kina-
se” FRK), que son activadas en condiciones de estrés
celular como luz ultravioleta, hipoxia, o calor, o por
mecanismos alin no bien definidos. La regulacién de la
actividad AP-1 es pues compleja, ya que las distintas
proteinas Jun y Fos difieren en sus capacidades de unise
al DNA, en su capacidad intrinseca de activar la trans-
cripcidn, y en su modulacién por fosforilacion. De todo
ello se deduce que los genes de estas dos familias deben
controlar la respuesta proliferativa de un modo pri-
mario, activando (o inhibiendo) en cascada genes cuyos
productos ponen en marcha o paran € ciclo celular.
Ademés, AP-1 regula genes que como los de proteasas
y proteinas clave del sistemainmune, otros oncogenesy
genes supresores de tumores estan directamente impli-
cados en la aparicién y/o progresion tumoral, la res-
puesta inmunitaria e inflamatoria.

El oncogén v-jun difiere de c-jun por laexistencia de
una delecién de 27 aminoéacidos en la region amino-ter-
minal llamada dominio o regién delta que es responsa-
ble de laactivacion transcripcional, y de varias mutacio-
nes puntuales (69) (figura 2d). La capacidad
transformante de v-jun y v-fos @ menos en parte se
debe también a su sobre-expresion, ya que algunas dife-
rencias que presentan en relacién a sus homélogos celu-
lares tienen como consecuencia estabilizar bien el RNA
0 bien la proteina. Entre v-fos y c-fos hay también un
pequefio nimero de sustituciones y una deleccion de los
50 amino&cidos carboxi-terminales, que no afecta a la
cremallera de leucinas necesaria para heterodimerizar ni
a laregién béasica de unién a DNA, pero que pudiera
estar implicada en su capacidad para autoreprimir su
expresion (70). En cualquier caso, la capacidad trans-
formante de estas proteinas depende de su actividad
transcripciona formando el factor AP-1, como se dedu-
ce del hecho de que mutaciones en la cremallera de leu-
cinas que impiden su dimerizacién anulan su oncogeni-
cidad.

La actividad biolégica de Jun esté regulada por fos-
forilacién. Por una parte, por la fosforilacion de dos
residuos de Ser (63 y 73) en la region amino-terminal
responsable de activar la transcripcion génica (figura
2d). Esta fosforilacion es llevada a cabo por la JNK, y
produce un aumento de su actividad transcripcional
(71). Por otra, la fosforilacion por casein-quinasa Il



Vol. 13.N.° 1, 1999 ONCOGENES NUCLEARES 33

A Genes de la familia jun: c-jun, junB, junD
Genes de la familia fos: c-fos, fosB, fra-1, fra-2
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Fig. 2. Los oncogenesjuny fos: el factor AP-1. a) Proteinas de las familias Jun y Fos. b) Estructura de las proteinas c-Jun y c-Fos.
Se indican los dominios funcionales de ambas proteinas, la formacion de dimeros y su unién a secuencias especificas en el DNA,
sitios AP-1 o TRE. ¢) Homodimeros y heterodimeros entre los miembros de las familias de proteinas Jun y Fos que contituyen €l
factor AP-1. d) Regulacion de la actividad de ¢c-Jun y c-Fos: efecto de fosforilaciones y mutaciones. Modificada de Mufioz A, “ Can -
cer. Genesy nuevasterapias’, Ed. Hélice, Madrid, 1997, (con permiso de la editorial).
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(CKIl) o glucdgeno sintasa-quinasa 3 (GSK3) en resi-
duos de Thr231 y Ser249 de la regién carboxi-terminal
conlleva unareduccion de la unién a DNA 'y, por tanto,
de la actividad de c-Jun (72) (figura 2d). Esta fosforila-
cion esinhibidaa su vez por accion de la protein-quina-
sa C (PKC) activable por suero o TPA. Estaaccién dela
PKC no es directa, sino, quiza, resultado de la activa-
cion de una fosfatasa que desfoforila dichos residuos.
Se ha descrito que la fosforilacion activadora en la
region amino-terminal tiene como consecuencia un
cambio conformacional en la carboxi-terminal, que
reduce la accesibilidad de los residuos aceptores de fos-
fato impidiendo su fosforilacion. Ademés, la fosforila-
cién amino-terminal de c-Jun causa la estabilizacion de
la proteina disminuyendo la velocidad de su degrada-
cion (73), y permite la unién de AP-1 a co-activadores
transcripcionales como la CBP/p300. Asi, se considera
gue tiene un papel clave en laregulacion de la actividad
de AP-1. Laproteina oncogénicav-Jun, por el contrario,
tiene una actividad constitutivamente elevada no sujeta
a control por fosforilacién. Ello se debe a la deleccion
de 27 aminoé&cidos que incluye € dominio delta de
unién de la INK, y a una mutacion existente entre los
residuos (Thr y Ser) fosforilables en el carboxi-termi-
nal, en concreto un cambio de la Ser243 a Phe, que
impide su fosforilacion. Como consecuencia, v-Jun tie-
ne una permanente mayor afinidad de union al DNA, vy,
por ello, mayor actividad transcripcional que c-Jun.

Un método de estudio de la actividad biol6gica de
juny fos, a igual que con otros oncogenes, ha sido en
los Ultimos afios la generacion de animales en los que se
ha suprimido la expresion de una (+/-) o de las dos (-/-)
copias de estos genes (animales “knock-out”) mediante
técnicas de recombinacién homdloga. El andlisis de los
efectos sobre € desarrollo y el fenotipo de los animales
ha permitido comprobar el importante papel de jun y
fos. Los ratones c-jun-/- mueren durante e periodo
medio de la gestacion. Hasta ese momento son indistin-
guibles de los embriones normales, aunque los cultivos
de fibroblastos extraidos de ellos muestran un creci-
miento espontaneo y en respuesta a mitdgenos reducido
(74). Estos resultados muestran €l papel clave de c-jun
en el organismo. En €l caso de losratones c-fos-/-, exis-
te también una viabilidad reducida, aunque un cierto
porcentaje llega a nacer. En éstos, se observa una dismi-
nucion del peso corporal, retardo en e crecimiento,
osteopetrosis con deficiencias en huesos y erupcion de
dientes, alteraciones en la hematopoyesis, linfopenia,
ausencia de gametogénesis y comportamiento anormal.
Todo éloindicaque laexpresién de c-fos no es estricta
mente necesaria para e crecimiento de muchos tipos
celulares pero si muy importante para el correcto desa-
rrollo de diversos tejidos (75).

EL ONCOGEN myc

V-myc fue originalmente descubierto como e onco-
gén del virus de la myelocitomatosis aviar MC29 y de
otros relacionados cuya infeccion produce la répida
aparicion de tumores que afectan a distintos tipos de
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células hematopoyéticas y fibroblastos. En v-myc exis-
ten una serie de cambios respecto a su homélogo celular
c-myc entre los que se encuentran diversas mutaciones
puntuales, distintos tipos de fusiones con genesviraesy
reduccion en la zona 3" no traducida del mRNA, cuya
participacion en la activacion oncogénica no esta bien
definida. Hoy sabemos que la mera sobre-expresion de
laproteina celular c-Myc induce transformacion celular.
En e hombre se han encontrado amplificaciones y/o
sobre-expresion de c-myc en diversos tipos de tumores
gue en algunos casos se correlacionan con € grado de
malignidad (mama, estémago, colon, cérvix, glioblasto-
ma,...) (76, 77). En el 100% de los linfomas de Burkitt,
c-myc es sobre-expresado como consecuencia de una
translocacion que coloca la region del cromosoma 8
donde se localiza c-myc adyacente a las regiones regu-
ladoras de genes de inmunoglobulinas (Igk, IgH, Igl)
de elevada expresion en linfocitos presentes en otros
cromosomas (2, 14y 22, respectivamente). Otras trans-
locaciones que afectan a c-myc se han descrito en leuce-
mias linfociticas T y B.

C-myc se expresa en células que proliferan, pero
muy poco o nada en células quiescentes o diferenciadas
terminalmente, siendo su expresién inducida por suero
o factores de crecimiento. Su sobre-expresion inhibe la
diferenciacion y favorece la proliferacion celular. La
causa principal de la activacion oncogénica de c-myc
parece ser la desregulacion de su expresion, aunque €l
descubrimiento de ateraciones en la secuencia de las
proteinas c-Myc expresadas en tumores (y en v-myc) no
permite descartar |a existencia de mutaciones activantes
(78). Aunque parezca contradictorio a primera vista, c-
Myc puede también inducir apoptosis. Ello ocurre en
caso de conflicto con sefiales opuestas que blogquean la
division celular, como cuando se fuerza su expresion en
céulas cultivadas en ausencia de suero o factores de
crecimiento (79).

Existen otros genes relacionados. N-myc, L-myc, S-
myc y B-myc. N- y L-myc también aparecen sobre-
expresados en distintos tipos de tumores en el hombre:
neuroblastomas (N-myc), carcinomas de células peque-
flas de pulmén (N/L-myc)..., mientras que no se han
encontrado hasta el momento ateraciones de Ssmyc y
B-myc en tumores humanos.

C-myc codifica un factor de transcripcion. La pro-
teina c-Myc es fosforilable y glicosilada, y se une a
DNA (ala secuencia consenso CACGTG, llamada cgja
E) formando un heterodimero con otra proteina llamada
Max. Max puede también formar homodimeros (Max-
Max) o heterodimeros otras proteinas de la denominada
familiaMad (Madl, Mxil, Mad3, Mad4, Rox) y unirse
a las mismas secuencias de DNA, por 1o que la regula-
cion delos genes alos que se une Myc debe ser € resul-
tado integrado de los niveles e interaccién de todas estas
proteinas (80). En términos generales, los complejos
Max-Max no activan y los Max-Mad tienen un efecto
inhibidor, debido a que las proteinas de la familia Mad
interaccionan con co-represores transcripcionales
(Sin3A, Sin3B). De ahi, quizas, que la sobre-expresion
de Myc, o de cualquier otrade ellas, pueda tener efectos
desreguladores importantes.
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A pesar de que se conoce desde hace tiempo €l papel
clave de c-myc en € control del ciclo celular activando
la proliferacion e inhibiendo la diferenciacion, no es
mucho lo que se sabe sobre l0s genes que regula. c-myc
regula positivamente los complegos ciclina-CDK que
actlan en la fase G1 del ciclo: ciclina D/CDK4/6 v,
sobre todo, ciclina E/CDK2. Myc actlia por a menos
tres vias: a) lainactivacién funciona de los inhibidores
de CDK p27 y quizd p21 y p57, b) la induccion de la
fosfatasa CDC25A que activalas CDK, y c) la desregu-
lacion de la expresion de laciclina E. c-Myc suprime la
inhibicién del ciclo por inhibidores de CDKs de lafami-
lia INK4 como pl6. Asi, c-Myc-ciclina E pueden pro-
mover la proliferacion celular actuando en unafase pos
terior a control por retinoblastomay pl16, 1o que hace
de ellas unas dianas preferentes de intervencion farma-
coldgica en un amplio espectro de tumores.

Por todo lo anterior, es atamente interesante identifi-
car los genes dianaregulados por c-Myc. Entre losindu-
cidos se encuentran la protimosinaa, ornitina descarbo-
xilasa, telomerasa, RCC1, CDC25A, p53, elF4AE y
CAD, habiéndose propuesto un pequefio efecto en algu-
nos tipos celulares sobre los genesdelasciclinasE, A y
D1. Por € contrario, c-myc parece inhibir la expresion
de C/EBPa, la transferasa terminal, albimina, NCAM,
trombospondina-1, metalotioneina 1, neu y agunos
otros. Por otra parte, c-myc causa la estabilizacion dela
proteina p53 por un mecanismo indirecto queimplicala
induccion de la expresion de la proteina p19ARF. Esta
proteina p19ARF inhibe la estimulacién de la degrada-
cion de p53 promovida por e producto del oncogén
mdm-2, facilitando asi su acumulacion de p53 que a su
vez aumentala sensibilidad de las células ala apoptosis.

EL GEN RARa DEL RECEPTOR DEL ACIDO RETINOICO

El gen que codifica el receptor de tipo alfa del &cido
retinoico (RARa), otro miembro de la superfamilia de
receptores nucleares, se activa oncogénicamente cuando
debido a translocacion cromosdémica se fusiona a otros
genes, generalmente PML (“ProMyelocitic Leukemia’)
0 PLZF (“Promyelocitic Leukemia Zn Finger”) y a
veces a NPM (“NucleoPhosMin) o NUMA (“Nuclear
Mitotic Apparatus’), causando leucemia promielocitica
aguda (APL o PML) (figura 3). Los productos de los
genes fusionados, PML-RARa y PLZF-RARa, forman
complegjos con actividad deacetilante de histonas que
provocan la represion transcripciona de genes induci-
dos por el RA y, en consecuencia, la inhibicion de la
diferenciacion mielocitica. El tratamiento con altas
dosis de &cido retinoico (RA) conduce a remisiones
completas, pero desgraciadamente transitorias, de los
pacientes con fusiones PML-RARa que son debidas a
la eliminacion de la actividad deacetilésica. Ello no es
asi en € caso de fusiones PLZF-RARa, que mantienen
un dominio de reclutamiento de co-represores en el
extremo aminotermina de la parte de proteina PLZF
(81, 82). Esto demuestra que la patogénesis de la APL
radica en parte en lainhibicion transcripcional de genes
diana del RA debido a la estabilizacién de complejos
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Fig. 3. Esquema de la trandocacién cromosdémica (15:17)
que causa la generacion de genes hibridos PML-RARa y con -
duce a la aparicion de leucemia promielocitica aguda (APL).
Reproducida de Mufioz A, “ Cancer. Genes y nuevas tera -
pias’, Ed. Hélice, Madrid, 1997, (con permiso de la edito -
rial).

represores PML-RARa y PLZF-RARa con actividad
deacetilésica

El gen PML esinducido por interferén y tiene accion
antiproliferativa, mediando la accion del propio RA,
segun se deduce de la susceptibilidad tumoral de los
ratones PML-/- (83). Ademas, recientemente se ha des-
crito que PML induce apoptosis por mecanismos depen-
dientes e independientes de caspasas (84, 85). Las prote-
inas normales PML y PLZF selocalizan en el nicleo
celular en unas estructuras llamadas “Nuclear Bodies’ o
NB. En las células leucémicas la proteina de fusion
PML-RARa originaladeslocalizacién de la PML nor-
mal, eimpide laaccién pro-apoptéticade PML. En este
sentido, es relevante que tanto el RA como €l tridxido de
arsénico, otro agente antileucémico, restauran lalocali-
zacion de PML en los NB (86). Por tanto, en laAPL la
formacién de proteinas hibridas PML-RARa es oncogé-
nica porque destruye la actividad antiproliferativa y
apoptdtica de la proteinanormal PML y lainduccion de
diferenciacion mielociticadel RA através de su receptor
RARa. Asi, PML-RARa actlla como un producto onco-
génico con doble accion dominante negativa. AUn mas,
PML induce la expresion de genes implicados en la pre-
sentacién de antigenos como los MHC de clase |, LMP-
2y -7y TAP-1y -2 (que codifican respectivamente pro-
teasas involucradas en la degradacion de antigenos a
péptidos de unién alos MHC y proteinas que participan
en el transporte de éstos a través de la membrana del
reticulo endoplésmico en su via haciala superficie celu-
lar). Por tanto, la alteracion de la expresién de PML en
|os paci entes puede contribuir ala evasion de la respues-
tainmune por las c8ulas tumorales (87).
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OTROS ONCOGENES

El oncogén v-myb esta presente en dos retrovirus
(virusdelamieloblastosisaviar o AMV y E26) que pro-
ducen leucemias en aves. Es una forma mutada del gen
c-myb que se expresa de modo muy restringido en célu-
las hematopoyéticas inmaduras proliferativas (88).
Aungue es muy poco lo que sabe sobre su accion, v-
myb y c-myb (junto con los genes relacionados A-myb
y B-myb) son factores de transcripcion que regulan
genes implicados en la diferenciacion de células hema-
topoyéticas uniéndose a secuencias del tipo
PYAACG/TG (89). Se ha descrito que c-myb es capaz
de regular positivamente su propia expresion, asi como
de los genes bcl-2, mim-1, cdc2, CD4, CD13, CD34,
hsp70, TCRd, elastasa de neutréfilos, mieloperoxidasa,
c-kit, Ick, adenosina deaminasa y otros en células de
estirpe mieloblastica. Tanto v-myb como versiones
mutadas de c-myb con actividad oncogénica aisladas de
tumores tienen una mayor actividad transcripciona que
c-myb. Aparte de algunas mutaciones puntuales, los v-
myb retrovirales tienen sendas delecciones en los extre-
mos amino- y carboxi-terminal que eliminan ambas
regiones reguladoras de la actividad transcripcional.
Ademas, |a propia sobre-expresion de c-myb es también
oncogénica. Mientras que la pérdida de c-myb causa
una inhibicion de la proliferacién, una elevada expre-
sién congtitutiva conlleva el bloqueo de la diferen-
ciacion celular. Confirmando una accion clave de c-
myb en hematopoyesis, animales myb-/- mueren
durante e desarrollo embrionario por defectos en la
hematopoyesis hepética fetal. Es interesante la descrip-
cién de expresion de c-myb en un elevado porcentgje de
carcinomas de mamay en algunos de ovario, y laampli-
ficacion en un porcentaje de leucemias, carcinomas de
colon y melanomas, tipos celulares donde normal mente
no se encuentra. El significado de esta expresion es des-
conocido.

El oncogén v-rel del virus de la reticuloendoteliosis
aviar, causante de linfomas en aves, es unaversion trun-
cadade c-rel, un gen que codificaun factor de transcrip-
cion de la misma familia que NF-kB, que se une a
secuencias GGGPu (C,A,T)TPyPy(C,A,T)C (90).
Muchos de los genes regulados por estos factores estan
relacionados con €l sistema inmune: de inmunoglobuli-
nas, del complejo de histocompatibilidad, de inflama-
cion, adhesién...NF-kB es un tetramero formado por
dos subunidades de Mr 50.000 y 65.000 que se localiza
de formalatente en €l citoplasma en asociacion con una
subunidad inhibidora denominada IkB. La activacion de
las células (generamente del sistema inmune) con cier-
tos agentes (factor necrosante de tumores TNF, TPA...)
induce la fosforilacion y degradacion de IkB. NF-kB
entonces se trasloca a nucleo y activa la transcripcion
génica. La region de homologia entre NF-kB y rel
incluye los dominios de unién a DNA y de dimeriza-
cién. De acuerdo con €llo, tanto v-rel como c-rel se
unen alas mismas secuencias que NF-kB y se asocian a
las mismas proteinas citoplasméticas. V-rel carece del
dominio carboxi-terminal de c-rel que es responsable de
la activacion transcripcional ; por ello, v-rel actlia como
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un antagonista de c-rel y NF-kB en linfocitos T. Otro
posible modo de accién oncogénica de v-rel es la com-
peticién con c-rel u otros miembros de la familia por la
formacion de heterodimeros.

El oncogén v-ets esta presente junto con v-myb en el
genoma del retrovirus E26 que induce leucemias en
aves. Ambos, v-etsy v-myb, colaboran en la induccién
de leucemias. Su homdlogo c-ets pertenece a una fami-
lia de factores de transcripcion que reconocen secuen-
cias con el motivo central GGAA/T (91). Los genes de
la familia ets regulan, entre otros, genes que codifican
proteasas implicadas en la adquisicion de malignidad
como UPA, colagenasa | y estromelisina 1 en células
epiteliales, endoteliales y fibroblastos, asi como nume-
rosos genes que se expresan en células linfoides. Un
miembro de lafamiliaets esel gen spi-1, que codificala
proteina PU.1, un factor de transcripcion cuya sobre-
expresion conduce a la aparicion de eritroleucemias en
animales y que induce la expresion de una serie de
genes que incluyen los receptores de los factores de cre-
cimiento de células hematopoyéticas CSF, G-CSF y
GM-CSF, asi como CD11b, CD18, MPO, €l propio spi-
1y los de las inmunoglobulinas Igk, Igkl , Igme IgJ.
Otros miembros de estafamiliasonfli-1, tel y erg, cuya
activacién oncogénica por fusion debida a translocacion
cromosdmica se asocia a sarcomas de Ewing y ciertos
tipos de leucemias respectivamente.

En leucemias agudas de células T se han caracteriza-
do trandocaciones e inversiones cromosdémicas que
activan una serie de genes cuyos productos son factores
de transcripciéon (RBTN1y 2, HOX11, Iyl1, bcl-6, tan-1,
tall, tal-2, rhom-1, rhom-2,...) que, a veces no son
expresados en condiciones normales en el tipo celular a
que transforman. Este, pues, parece ser un caso de
expresion inadecuada. Estas alteraciones cromosdmicas
causan la activacion aberrante de estos genes que codi-
fican factores de transcripcion por dos posibles meca-
nismos: @) el aumento de su transcripcion debido a ser
colocados tras un promotor muy fuerte y activo, como
por ejemplo los de los genes de las inmunoglobulinas o
cadenas del receptor delascélulas T en células hemato-
poyéticas, y b) laformacién de proteinas de fusion con
genes que codifican otros factores de transcripcion.

Menos estudiados y conocidos, ski, dek/can, glil,
pbx, evil o gin,y los oncogenes viralesE1A de adenovi-
rusy el antigeno T del virus SV40 (para los que no se
han encontrado homologos celulares).

Otro oncogén recientemente caracterizado es €l v-
maf del retrovirus aviar AS42, que tiene como homalo-
gos celulares a una serie de genes (mafK, mafF, mafB,
mafG, nrl) que codifican proteinas nucleares que se
unen a secuencias de DNA que incluyen aguellas reco-
nocidas por Jun y Fos, y que forman ademas heterodi-
meros con éstas.

Mdm:-2 esté inducido transcripcional mente por el gen
supresor tumoral p53, codificando una proteina que
regula negativamente a éste promoviendo la degrada-
cién de la proteina que codifica. Su sobre-expresion,
por g emplo en un porcentaje de sarcomas, contribuye al
desarrollo oncogénico al mediar la desaparicién de la
proteina p53.
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ONCOGENES NUCLEARES QUE CODIFICAN COMPONENTES
DEL CICLO DE DIVISION CELULAR

El oncogén PRADL/bcl-1 codifica la ciclina D1
implicada en € control del ciclo de celular. Esta desre-
gulado por sobre-expresion en numerosos tipos de can-
ceres, especialmente en carcinomas de mama, mayorita
riamente como resultado de amplificacién génica (92).
Vin-1 codifica por laciclina D2, y se encuentra asimis-
mo amplificado en un porcentaje de leucemias linfociti -
cas cronicas, y aterado en algunos tumores germinal es.
Es evidente que la sobre-expresion de estas ciclinas
debe aterar el control del punto de restriccion del ciclo
celular en lafase G1. Por otra parte, se ha descrito que
los genes que codifican las fosfatasas Cdc25A vy
Cdc25B que activan las CDK's son potenciales oncoge-
nes, habiéndose descrito su sobre-expresién en un por-
centaje importante de carcinomas de mama.

ONCOGENES NUCLEARES QUE CODIFICAN TIROSINA
QUINASAS

El gen norma c-abl codifica una tirosina quinasa
nuclear que actlia como un regulador negativo de la pro-
liferacién celular (93). Su sobre-expresion puede tam-
bién inducir apoptosis tras irradiacion o quimioterapia.
Sin embargo, cuando se sobre-expresa o sufre mutacio-
nes se puede localizar en € citoplasma. La proteina Abl
esta fosforilada, y ha sido descrita su unién a ciertas
secuencias de DNA. Su accién oncogénica aparece
cuando se expresan formas de c-abl dominantes negati-
vas, por fusion en v-Abl con proteina viral Gag (Gag-
Abl, del retrovirus de la leucemia de Abelson) que des-
truye el dominio SH3 inhibidor de la actividad tirosina
guinasa que consecuentemente se desregula, o cuando
por translocacion cromosomica se forman proteinas de
fusion Bcer-Abl, aunque éstas mantienen e dominio
SH3. La proteina Ber-Abl se expresa en leucemias que
tienen el cromosoma Filadelfia como la mieloide croni-
cay linfocitica aguda. Se ha descrito que la transforma-
cién por ber-abl requiere laaccion de myc, de modo que
una forma dominante negativa de c-myc inhibe la trans-
formacion por ber-abl. La expresion de c-abl esta estre-
chamente controlada durante € ciclo celular, habiéndo-
se encontrado proteina c-Abl en €l citoplasmaunidaala
PI3K. Se han propuesto diversas interacciones entre Abl
y otras proteinas tan importantes como Rb y c-Myec,
que, sin embargo, requieren confirmacion.

Otras quinasas nucleares son codificadas por los
genes fps/fes, fer y rak, cuyo significado biol6gico dista
mucho de ser conocido.

ONCOGENES NUCLEARES QUE CODIFICAN PROTEASAS

El oncogén unp codifica una proteasa ubicua capaz
de eliminar residuos de ubicuitina de otras proteinas. Su
sobre-expresién causa transformacion celular en células
3T3, y su homélogo humano, unph, ha sido asimismo
encontrado sobre-expresado en carcinomas microciticos
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y adenocarcinomas de pulmén. Por otra parte, el onco-
gén tre, aidado a partir de DNA de un sarcoma de
Ewing, codifica una proteina también con actividad
desubi cuitinizante que se expresa en células cancerosas
pero no en normales como resultado de un reordena
miento de secuencias existentes en distintos cromoso-
mas.

ANTAGONISMO ENTRE RECEPTORES NUCLEARES Y EL
FACTOR AP-1

Como hemos revisado anteriormente, |os oncogenes
nucleares suelen gjercer su actividad como factores acti-
vadores de la transcripcion formando homo- o heterodi-
meros con otras proteinas (RXR-erbA, Jun-Fosy Myc-
Max son ejemplos). Este modo de accién permite un
nivel adicional de regulacion mediante interacciones
proteina-proteina. AUn mas, recientemente se ha identi-
ficado un nivel superior de complegjidad y regulacion:
existen interacciones funcionales (“cross-talk”) entre las
proteinas codificadas por los propios oncogenes. Estas
interacciones no estan alin bien definidas; pueden ser
directas proteina-proteina (Jun-Maf, Fos-Maf) o de
competicion por unién a secuencias de DNA o algun
otro factor (co-activadores, factores del complejo de
transcripcion). Entre las mas importantes por su posible
relevancia fisiologica estd € mutuo antagonismo entre
c-ErbA vy otros receptores hormonales nucleares como
el de glucocorticoides (GR), retinoides (RAR) o vitami-
na D (vitDR) con el factor AP-1 (94). La capacidad de
c-ErbA, GR, RAR o VitDR de inhibir la activacion géni-
ca por AP-1 requiere la unién a su ligando respectivo.
El efecto inhibitorio depende del tipo de célulay gen
analizado. Se han propuesto diversos mecanismos para
explicar este antagonismo, que la mayoria de las veces
€S mutuo, pero gue en ocasiones es unidirecciona (95,
revision). El primero eslainteraccion proteina-proteina
entre los receptoresy el factor AP-1, bien directa o bien
indirecta mediada por proteinas que actuarian de puen-
te. Ello impediriala union alos sitios de respuesta en €l
DNA. Estas interacciones se han observado in vitro,
pero no de maneraclarain vivo; y de hecho, en células,
el antagonismo funcional entre glucocorticoidesy AP-1
no impide la unién de GR ni de Jun-Fos a sus respecti-
vos elementos de respuesta en los promotores de sus
genes diana. Un segundo modelo es el de competicion
por un co-factor necesario. Asi, se ha propuesto que tras
la activacion de AP-1 por fosforilacién de c-Jun o lade
los receptores hormonales por la union de su ligando
respectivo ambos competirian por la unién del co-acti-
vador transcripcional CBP, que ambos requieren para
una efectiva activacion de la expresion de sus genes dia-
nay que estaran en cantidades limitantes en el niicleo
celular (96). Esta es una hip6tesis muy atractiva que, sin
embargo, no ha encontrado alin una definitiva demos-
tracion y que no es compatible con algunos datos como
la existencia de mutantes de c-Jun que inhiben eficaz-
mente |os receptores hormonales a pesar de carecer de
la region amino-terminal por la que se unen a CBP. Un
tercer modelo, que ha sido propuesto por nuestro grupo,
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para explicar €l antagonismo del factor AP-1 por los
receptores nucleares es la inhibicion de la actividad de
la via de la INK (97). Nuestros datos indican que glu-
cocorticoides, T3, retinoides y vitamina D inhiben sus-
tancialmente la fosforilacién de c-Jun por laJNK, y asi
la actividad transcripcional de AP-1 en distintos tipos
de células (97) (figura 4). Es muy significativo que la
proteina oncogénica v-ErbA, que esincapaz de unir T3,
no interfiere con la actividad de AP-1. Y no solo esto,
sino que se ha descrito que la expresion de v-ErbA pue-
de bloquear la accién antagonista de T3/c-ErbA sobre
AP-1 (98).

Estos mecanismos de antagonismo de AP-1 pueden
tener una gran relevanciafisioldgicay terapéutica, tanto
en el efecto antitumoral (antiproliferativo y pro-apopto-
tico) como en el inmunosupresor y antiinflamatorio de
glucocorticoides, retinoides y, quiza, T3y vitamina D.
Conceptuamente, es posible que mutaciones en los
receptores hormonal es nucleares, como es el caso de v-
ErbA, anulen estas acciones 'y contribuyan ala desregu-
lacion de procesos tan esenciales.
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INTRODUCCION

Es obvio que el estudio de las bases moleculares y
celulares del cancer requiere €l uso de modelos anima-
lesy de sistemas de células en cultivo susceptibles ala
manipulacion por e investigador. Gracias a estos mode-
los experimentales, la investigacion sobre e cancer ha
conocido en los Ultimos veinte afios un avance conside-
rable y se han podido identificar |os oncogenes y genes
supresores de tumores. Entre los modelos animales uti-
lizados en la experimentacion oncol dgica destaca €l de
la carcinogénesis quimica de piel de ratdn (1), por haber
contribuido de manera decisiva a la vision actual del
cancer como un proceso multisecuencia. Al mismo
tiempo, se ha venido utilizando, este modelo, como un
ensayo critico para determinar la naturaleza carcinogé-
nica o cocarcinogeénica de diferentes agentes ambienta-
les.

En la carcinogénesis de piel, lainduccidn de tumores
serealizamediante la aplicacion en lapiel delos anima-
les de una Unica dosis de un carcindgeno quimico (por
gemplo, dimetilbenzantraceno o DMBA) que actla
provocando la aparicion en la epidermis de una pobla-
cion de "células iniciadas'. Estas, bajo e estimulo,
repetido durante varias semanas, de un promotor tumo-
ra (generamente € éster del forbol TPA), dan lugar a

laformacién de papilomas benignos. La mayor parte de
los papilomas son reabsorbidos por la piel y desapare-
cen. Sin embargo, alrededor del 5-10% de los tumores,
progresan espontaneamente (sin necesidad del promo-
tor) a carcinomas epidermoides malignos. De esta
manera, en el proceso global de la carcinogénesis pue-
den distinguirse tres etapas. iniciacion, promocion y
progresion (Fig. 1). Estas tres definiciones operativas se
aplican actualmente al andlisis de la mayoria de |las neo-
plasias humanas y experimentales.

CONTROL DEL CRECIMIENTO Y LA DIFERENCIACION EN
LA EPIDERMIS

La epidermis es un epitelio estratificado escamoso
gue forma la cubierta protectora de la piel. Sélo la
capa mas interna, la capa basal, tiene la capacidad de
proliferar. Cuando las células basales migran, primero
hacia |a capa espinosa superior y mas tarde a la capa
granular, inhiben su sintesis de DNA y su mitosisy
entran en un proceso de diferenciacion terminal que
culmina, en la capa cérnea, con la produccién de célu-
las muertas, enucleadas y queratinizadas (escamas),
gue se desprenden continuamente de la superficie y
son reemplazadas por células de |as capas internas en
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Fig. 1. Esquema de la carcinogénesis quimica de piel deratén.
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proceso de diferenciacion y maduracion. Este equili-
brio entre proliferacion, diferenciacion y muerte celu-
lar esta regulado por un grupo de factores extracelula-
res que incluye tanto estimuladores como inhibidores
del crecimiento celular (1, 2). Entre los factores esti-
muladores del crecimiento de las células epidérmicas
se han propuesto a EGF, TGF-a, KGF, IL-6, IL-1a y
concentraciones bajas (10-'-10-"° M) de &cido retinoi-
co. TGF-a parece controlar los eventos iniciales del
equilibrio entre proliferacion y diferenciacion. Sin
embargo, la funcién de algunos de estos factores
podria no ser exclusivamente mitogénica ya que tanto
TGF-a como los retinoides son potentes inductores de
la migracion de los queratinocitos. El control negativo
de la proliferacion de las células basales podria ser
gjercido por la expresién autocrina de TGF-b,; mien-
tras que otro factor de la misma familia, TGF-b,,
podria ser el responsable de lainhibicidn del creci-
miento de las células suprabasales. Finamente, el
principal regulador de la diferenciacion y maduracion
de los queratinocitos es un gradiente de calcio extrace-
lular eintracelular alo ancho de la epidermis. La con-
centracion de calcio es bajaen el compartimento basal
y ataen lacapagranular.

Los factores de crecimiento actlan uniéndose a sus
receptores especificos en lamembrana plasmética de las
células. La activacion subsiguiente de los receptores
genera sefiales intracel ulares, mediadas por un grupo de
moléculas. proteinas G, protein quinasas y factores de
transcripcidn, que transmiten el estimulo (positivo o
negativo) a nucleo celular. Muchos de estos transducto-
res de sefides se han catalogado como protooncogenes
0 genes supresores del cancer. Asi, alas proteinas de la
familia de protooncogenes ras se les haimplicado en la
transduccion de las sefiales positivas generadas por €l
receptor de EGF y TGF-a (3), mientras que las protei-
nas p53 y pRb, ambas productos de genes supresores de
tumores, median el control negativo del crecimiento (4).

INICIACION Y PROMOCION: MUTACION H-RASY
SELECCION CLONAL

Experimentos clésicos en los que se utilizaron dife-
rentes iniciadores y promotores, asi como distintas pau-
tas de tratamiento, indicaban que la iniciacion implica
una lesidn genética estable y la formacién de una
pequefia poblacion de células iniciadas. Los estudios
mas recientes de genética molecular demuestran que la
iniciacion se puede producir por mutaciones en genes
especificos, de forma notable en genes de lafamiliaras.
Asi, més del 90% de los tumores iniciados por € carci-
négeno DMBA presentan una mutacion especifica A-T
en el coddn 61 del protooncogén Harvey-ras (H-ras) (5).
La evidencia de que las mutaciones H-ras ocurren
durante lainiciacion de la carcinogénesis viene apoyada
por datos que muestran gque tales mutaciones son espe-
cificas del carcindgeno utilizado y pueden ser detecta-
das antes de la aparicion de tumores visibles. Ademas,
experimentos con €l virus de sarcoma murino tipo Har-
vey (HMSV) y con ratones transgénicos en los que la
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expresion de un oncogén H-ras, bajo e control de pro-
motores de queratinas especificas de la piel, es dirigida
alaepidermis, demuestran laformacion de papilomasy
carcinomas sin necesidad de un carcindgeno iniciador
(6, 7).

La iniciacion produce sdlo un cambio sutil en el
fenotipo celular, irreconocible en e contexto de la epi-
dermis. Esaeslarazdn de que el andlisis histologico de
una piel iniciada no revele ninguna alteracion observa-
ble respecto a una piel normal. Sin embargo, los quera
tinocitos iniciados exhiben, in vitro, unarespuesta alte-
rada a las sefides inductoras de la diferenciacion
terminal (1). Se asume, por tanto, que las célulasinicia
das, bgjo € estimulo del promotor tumoral, presentan
una ventaja de crecimiento selectiva en relacion a las
células vecinas normales. De ahi que la aplicacion repe-
tida del promotor tumoral a una epidermis iniciada pro-
duzca la seleccion y expansion clonal de los queratino-
citos alterados por e carcinégeno iniciador, para
generar multiples papilomas benignos, cada uno repre-
sentando un clon expandido de célulasiniciadas. El pro-
motor més potente de la carcinogénesis de piel de raton
es el TPA (acetato de tetradecanoilforbol), que activala
protein quinasa C (PKC) e induce la diferenciacion de
los queratinocitos normales. Mientras que para la ini-
ciacion existe un consenso general de que es un evento
genético, algunos autores discuten si la promocién ocu-
rre por un mecanismo puramente epigenético, que
implicaria la activacion crénica de PKC (1), o conlleva
también alteraciones genéticas (7). Lasegundahipétesis
se apoya en la observacion de que algunos papilomas
contienen aberraciones cromosomicas: trisomias de los
cromosomas 6y 7 (8, 9); € gen H-ras estalocalizado en
el cromosoma 7y latrisomiaimplicainvariablemente la
duplicacion del cromosoma que contiene €l alelo H-ras
mutado. Se ha especulado que estas alteraciones podri-
an ser debidas a la actividad genotoxica de TPA. Otros
autores (1), defienden que estas alteraciones estan aso-
ciadas a un evento de progresion premaligna, ya que los
papilomas recién emergidos son diploides.

El requerimiento del modelo de carcinogénesis de
piel de uniniciador y un promotor exégenos para que se
produzcan tumores puede extenderse a otros tipos de
cancer. En drganos internos (pulmén, eséfago, Utero,
etc.) los requerimientos serian los mismos pero e pro-
motor podria ser endégeno (hormonas o factores de cre-
cimiento).

PROGRESION MALIGNA. FACTORES GENETICOS

La progresion de papilomas a carcinomas es, gene-
ralmente, un proceso espontaneo que no se incrementa
por la accién de promotores exégenos. Implica un cam-
bio drastico en € comportamiento celular: células
tumorales, que en los papilomas se mantienen cohesivas
sin alterar profundamente la arquitectura general de la
epidermis, se separan de sus vecinas, rompen la mem-
brana basal e invaden la dermis, donde, eventual mente,
pueden atravesar las paredes de |os vasos sanguineos o
linfaticosy formar metéstasis en otros 6rganos del cuer-
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po, generalmente los pulmones (10). En la progresion
maligna intervienen tanto factores genéticos como epi-
genéticos (que no implican una alteracion estructural de
los genes sino cambios en su expresion). Y a se hamen-
cionado que determinadas aberraciones cromosdmicas
(trisomias de los cromosomas 6 y 7) estan asociadas con
laformacién de un tipo de papilomas con un ato riesgo
de progresion maligna. También se han observado alte-
raciones genéticas especificas: amplificacion del aelo
H-ras mutado o pérdida del aelo norma (5, 11), y
mutaciones en € gen p53 (12). Estas alteraciones pro-
ducen, sin duda, unaventaja selectivaparael crecimien-
to de las células de carcinoma. Especiamente, el gen
supresor p53, cuyainactivacion se ha observado en are-
dedor del 50% de los carcinomas, esta muy relacionado
con la estabilidad del genoma.

P53 forma parte de un mecanismo de seguridad para
controlar la estabilidad genética de las células. Este
mecanismo se activa cuando € DNA sufre un dafio
genético. En estas situaciones, se induce la expresion y
estabilizacion de p53, que actda en el nicleo como un
factor de transcripcion que reprimey activa, respectiva-
mente, la expresion de genes estimuladores e inhibido-
res de ladivision celular (13). De esta manera, la proli-
feracién de las células dafiadas queda bloqueada
transitoriamente para permitir que los sistemas celulares
de reparacion del DNA actlien. La transactivacion del
inhibidor de quinasas dependientes de ciclina (cdks)
p21"*™ es en gran parte responsable del bloqueo del
ciclo celular inducido por p53 (14). p21™*™ se une y
bloguea la funcién de los complejos ciclina D-cdk 4/6 e
impide la fosforilacion de pRb. Lafosforilacion de pRb
es la sefial de transito para que las células pasen desde
Gl alafase S del ciclo (15). En situaciones en las que
se produce un dafio genético excesivo, p53 puede
mediar la activacion de apoptosis, 0 muerte celular pro-
gamada, para asi eliminar las células dafiadas y evitar la
propagacion de mutaciones en el genoma. Se cree quela
inactivacion de p53 (por mutacion o pérdidadel gen) en
los procesos neoplésicos es uno de |os mecanismos que
conducen a la inestabilidad genética de las células can-
Cerosas.

ALTERACIONESEN EL CITOESQUELETO, ADHESION
CELULARY MATRIZ EXTRACELULAR RELACIONADAS
CON LA PROGRESION MALIGNA

Sin embargo, la progresion malignaimplicaalgo més
gue cambios en el crecimiento de las células tumorales,
y las alteraciones epigenéticas -que podrian producirse
como consecuencia de las ateraciones genéticas antes
mencionadas o0 de otras desconocidas- son determi-
nantes de esta conversion.

Las principales ateraciones epigenéticas asociadas
con la progresién maligna estan relacionadas con cam-
biosen €l citoesqueleto y en lainteraccion delas células
con su entorno (células vecinas y matriz extracelular)
gue conducen a la adquisicion de propiedades migrato-
rias e invasivas y, eventualmente, a un fenotipo metas-
tésico. La migracién/invasion de las células epiteliales
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implica una reorganizacién del citoesqueleto y un cam-
bio en la forma celular con la emision de proyecciones
de la membrana plasmética, ruptura de los contactos
célula-célula mediados por los complejos cadherinas-
cateninas, ruptura de las uniones célula-sustrato media
das por integrinas y la formacién de nuevos anclajes
gue sustenten la locomocion celular (16, 17). Las célu-
las malignas (o las células del estromatumoral) secretan
proteasas (uroquinasa, colagenasas, estromelisinas) que
Se unen areceptores de la superficie celular y degradan
de unamanerafocalizaday controlada (por la presencia
de inhibidores especificos) proteinas de la matriz extra
celular (coldgenos, lamininas, fibronectina) en e frente
de invasion de los tumores (18). Diversos estudios han
realzado la importancia de las conexiones entre |los dis-
tintos componentes del citoesqueleto y de éstos con la
superficie celular y lamatriz extracelular para el mante-
nimiento de la forma e integridad celular (19). El blo-
gueo de receptores tipo integrinas, la desestabilizacion
de contactos c8ula-célula, laremodelacidn de la matriz
extracelular, o lapropiainterferencia en la organizacion
del citoesgueleto, pueden conducir a que la célula cam-
bie su programa genético y su fenctipo tumoral (revisa
doenlasrefs. 20y 21).

En la carcinogénesis de piel de ratén, durante la pro-
gresion de papilomas benignos a carcinomas, se han
observado cambios en la expresion y localizacion de
moléculas de adhesion célula-célula (cadherinas E 'y P)
y célulaematriz extracelular (principalmente de la inte-
grina abb4) (22, 23); ateraciones en las queratinas del
citoesqueleto celular (fundamentalmente la expresion
aberrante de las queratinas embrionarias K8, K18, pro-
bablemente relacionadas con un fenotipo migratorio)
(24, 25); cambios en la expresion y secrecion de protea-
sas que degradan la matriz extracelular (26); y lainduc-
cion de factores angiogénicos como VEGF, que pro-
mueven la vascularizacion de los tumores (27).

En la Fig. 2 se resumen las principales ateraciones
genéticas y epigenéticas asociadas con los distintos
estadios de la carcinogénesis.

EL FACTOR TGF-B1 COMO MODULADOR DEL FENOTIPO
EPITELIAL Y DE LA PROGRESION MALIGNA

El factor TGF-b, es un inhibidor de la proliferacion
de queratinocitos de la epidermis. No obstante, muchas
lineas celulares derivadas de carcinomas 0 son menos
sensibles, 0 escapan completamente a este efecto inhibi-
dor (28). En la carcinogénesis de piel, TGF-b, hasido
implicado como un supresor tumoral. Sin embargo,
estudios de nuestro laboratorio y de otros grupos, han
demostrado que TGF-b, es capaz de inducir latransdife-
renciacion de células epildliaes de carcinomas epider-
moides a un fenotipo fibroblastico. Esta modulacién
fenotipica favorece la aparicidn de carcinomas fusoce-
lulares, caracteristicos de los Ultimos estadios de la pro-
gresién maligna.

Los pocesos carcinogénicos llevan asociados atera-
ciones en las vias de sefializacidn tirosin-quinasa sensi-
bilizando a las células a factores de crecimiento que
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Fig. 2. Alteraciones genéticas y bioquimicas asociadas con las distintas etapas de la carcinogénesis de piel deraton. CD, cadheri -

na; K, queratina; ME, matriz extracelular.

estimulan la motilidad celular y que pueden llegar a
producir una conversiéon epitelial-mesenquimética. De
hecho, muchos factores de crecimiento han sido impli-
cados en la modulacion del fenotipo epitelial. Entre
ellos, EGF promueve lamigracién de células epiteliales
de higado e intestino (29, 30), e induce una transdife-
renciacion en células epiteliales de mama (31). TGF-a
modula e fenotipo epitelial de células de carcinomas
epidermoides de vejiga induciendo un fenotipo fibro-
blastico (32). IGF favorece la capacidad de invasion de
células de rhabdomyosarcomay melanoma estimulando
su migracion (33, 34). HGF es capaz de inducir la dis-
persiéon de una gran variedad de células epiteliaes nor-
males y tumorales y actlia como factor de interconver-
sién entre los procesos de  transicidn
epitelio-mesénquimay mesenquima-epitelio (35, 36).
De entre todos estos factores, cabe destacar el papel
de TGF-b, por su fuerte implicacion en la aparicion de
tumores fusocel ulares muy agresivos. Estudios de nues-
tro laboratorio han demostrado, en €l sistema de la car-
cinogénesis de piel de ratén, que € tratamiento crénico
con TGF-b,, in vitro, induce una conversion epitelial-
fibroblastica en células de carcinomas epidermoides
hacia un fenotipo tumoral maés indiferenciado y con
caracteristicas metastasicas (37, 38). Estas células son
resistentes a la inhibicion de la proliferacion gjercida
por el factor en queratinocitos normales o células deri-
vadas de papilomas benignos. La modulacion fenotipica
es especifica del efecto inducido por TGF-b,, ya que €
proceso revierte al eliminar e factor del medio de culti-
vo. Por otra parte, las células tratadas a tiempos cortos
con TGF-h,, sufren un regjuste en el sistema de proteo-
lisis celular (expresion/secrecion y actividad de union
del activador de plasmindgeno tipo uroquinasa, uPA, e

inhibidores de plasminégeno tipo 1y 2) asociado a una
induccion de lamigracion einvasividad celular (39). En
numerosos estudios ya se habia demostrado una fuerte
asociacion entre la expresién de uPA cataliticamente
activay la invasividad tumoral y metéstasis (véase la
ref. 40 como revision). La conversion epitelial-mesen-
guimatica inducida por TGF-b, ocurre, por tanto, de for-
ma secuencial, de manera que la ruptura de los contac-
tosintercelulares, ladispersion celular y laestimulacion
de lamotilidad e invasividad preceden a la adquisicion
de un fenotipo fibroblastico. Estas observaciones que
implican a factor TGF-b, como modulador del fenotipo
epitelia y progresiéon maligna han sido confirmadas
mediante experimentos in vivo con ratones transgéni cos
gue sobreexpresan TGF-b, en la epidermis (41), asi
como en otros model os de cancer como el carcinomade
colony mama (42, 43).

I nvestigaciones recientes apuntan a una cooperacion
entre € factor TGF-b, y laactivacién del oncogénrasen
el proceso de transdiferenciacion epitelial-mesenquimé-
tica (37, 42, 44). De hecho, en el modelo de piel de
raton una modificacién genética caracteristica de la
conversion de células epiteliales a fibroblasticas incluye
una mutacion o duplicacién del oncogén H-ras. En efec-
to, queratinocitos inmortalizados no tumorigénicos no
son susceptibles de modulacién fenotipica por TGF-b,
(37). En estas células, TGF-b, induce, Unicamente, la
inhibicién del crecimiento y la muerte celular. Oft y
colaboradores (42) han mostrado también, que e cam-
bio epitelial-mesenquimético producido por TGF-b, en
lineas celulares polarizadas de mama sdlo tiene lugar
cuando estas estén transformadas por ras. Se sugiere,
por tanto, que la activacion de la via de sefializacion de
ras es requisito esencial parala transformacion de célu-
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las epiteliales a fibroblasticas. No obstante, modifica-
ciones adicionales, bien genéticas o epigenéticas, deben
estar implicados en € proceso, ya que no todas las célu-
las epidérmicas que presentan mutaciones en ras son
susceptibles alatransicién inducida por TGF-b, (45).

P53 Y LA CARCINOGENESIS DE PIEL HUMANA

El principal agente inductor del cancer de piel huma-
no es laradiacion ultravioleta (UV). El papel de p53 en
la carcinogénesis epidérmica humana se puso claramen-
te de manifiesto cuando se demostré que la radiacion
UV solar es laresponsable directa de las mutaciones de
este gen en laepidermis (46). Laradiacion UV-B del sol
induce dimeros de ciclobutano de pirimidinay fotopro-
ductos en el DNA de las células epidérmicas. La mayo-
ria de los fotoproducto se reparan, pero durante larepli -
cacion del DNA agunas células adquieren una
mutacion puntual C-T en el gen p53. Aquellos querati-
nocitos p53+/- se han denominado "sunburn cells-"
(SBC-). Cuando la siguiente exposicion a sol induce la
proteina p53, las células normales dafiadas por laradia-
cion UV durante lafase de replicacion del DNA mueren
por apoptosis. Sin embargo, sblo 1o hacen alrededor de
la mitad de los queratinocitos p53+/-. Por tanto, una
célula p53+/- puede expandirse clonalmente y producir
unalesion benigna, queratosis actinica. En la carcinogé
nesis de piel humana la radiacion UV actda a mismo
tiempo como un iniciador y un promotor tumoral (Fig.
3). Actliacomo un iniciador ya que es capaz de producir
directamente lesiones en un gen implicado en la ini-
ciacion de la carcinogénesis. En este caso, € gen muta-
do es p53, a diferencia del modelo de raton en el que
mutaciones en p53 ocurrian durante la progresion
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malignay H-ras era el gen que con mayor frecuencia se
alterabaen lainiciacion. Laradiacion UV actdatambién
Ccomo un promotor, ya que gerce una presion selectiva
para expandir clonamente a las células que tienen
mutado el gen p53 y son resistentes a la muerte celular
inducida por subsiguientes exposiciones a la radiacién
solar. Mutaciones en otros genes podrian contribuir
también a la formacidn de queratosis actinicas. Aproxi-
madamente el 25% de |as queratosis actinicas desapare-
cen cada afio en ausencia de posteriores exposiciones a
la radiacién solar. Sin embargo, una exposicion conti-
nuada a sol podria seleccionar expansiones clonales
adicionales de las células SBC- y favorecer el que una
céula llegue a ser p53-/- (pérdida alélica, mutaciones
puntuales). La mutacion homozigética de p53 podria
desencadenar la inestabilidad genética de las células y
conducir a aneuploidiay amplificacion génica, a muta
ciones inducidas por laradiacion UV en otros genesy a
laformacion de carcinomas epidermoides en la piel.

NUEVOS MODELOS ANIMALES DE CARCINOGENESIS
EXPERIMENTAL BASADOSEN LA INGENIERIA GENETICA

La importancia de lesiones genéticas especificas en
el céncer se ha podido comprobar directamente merced
al desarrollo de ratones transgénicos o deficientes
("knockout") para un gen determinado. En la actualidad
existe un gran nimero de modelos transgénicos en los
gue un gen normal o mutado, introducido por lavia ger-
minal, se expresa en todas las células del animal adulto
0 especificamente en un tejido determinado. De esta
manera se ha podido evaluar la contribucion de muta
ciones genéticas especificas a desarrollo tumora en
distintos érganos y tejidos. Por gemplo, se ha podido
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Fig. 3. Esquema de la carcinogénesis de piel inducida por laradiacion UV solar (adaptado de Ziegler et al., Nature, 372: 773-776,

1993).
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demostrar fehacientemente que el oncogén H-ras puede
sustituir a un mutédgeno quimico en la iniciacién de la
carcinogénesis de piel deratdn (47), como se menciona-
ba anteriormente. Por otro lado, ratones deficientes para
p53 (p53-/-) (en los que los genes se eliminaron por un
mecanismo de mutagénesis por insercion y recombina
cion homaologa) han demostrado el papel clave del gen
p53 en la génesis de muchos tipos de céancer. Los
embriones de animales p53-/- se desarrollan normal-
mente hasta el nacimiento, pero a una edad temprana (3-
6 meses) generan tumores en distintos tegjidos (48), méas
frecuentemente linfomas linfociticos. P53 es, por tanto,
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