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Genes de susceptibilidad y cancer de mama

M. DE LA HOYA

Laboratorio de Inmunologia y Oncologia Molecular. Hospital Universitario San Carlos. Madrid

GENES DE SUSCEPTIBILIDAD: FRECUENCIA,
PENETRANCIA Y ESPECIFICIDAD

La existencia de factores genéticos que predisponen
al desarrollo de cancer de mama se ilustra claramente
con €l dato de que tras & sexo y la edad, una historia
familiar positiva es el principal factor de riesgo para
desarrollar esta enfermedad. Se considera que la propor-
cion de canceres de mama directamente atribuibles a
factores hereditarios es de un 5% a un 10% del total.
Predicciones epidemiolégicas han estimado que hasta
un 36% de los canceres de mama diagnosticados en
mujeres menores de 30 afios pueden estar ligados a un
factor genético (Claus et a, 1991).

En los ultimos afios se han identificado diversos
genes de susceptibilidad a desarrollar cancer de mama.
Sus caracteristicas se resumen en latablal. Al hablar de
genes de susceptibilidad es necesario introducir los con-
ceptos defrecuencia y penetrancia. El primero se refiere
alaproporcion de portadores de mutaciones en la pobla-
cion general y el segundo ala probabilidad de que una
persona portadora del gen mutado desarrolle finalmente
laenfermedad. En general se habladefrecuenciay pene -
trancia como caracteristicas propias de un gen de sus-
ceptibilidad aunque de un modo mas apropiado se deben
considerar caracteristicas propias de una mutacion en
particular. Los estudios de ligamiento facilitan lalocali-
zacion de genes de dta penetrancia, que a la postre

TABLA |
GENES DE SUSCEPTIBILIDAD IMPLICADOS EN CANCER DE MAMA
Gen Locus Penetrancia Frecuencia Especificidad
BRCA1 17¢21 ata baja~0,1% alta: mama, ovario,
¢préstata?
BRCA2 13g12-13 ata baja~ 0,1% alta: mama, ovario,
éprostata?
BRCA3*) 8pl2-22 ? ata baja? ata ¢mama?
p53 17p13,1 ata muy baja baja: sarcomas,
leucemias,
cerebrales, mama,
PTEN/MMAC1 10923 ata? desconocida baja: mama,
endometrio cerebro,
pulmon, préstata,
ATM 11g22-23 baja ata0,7% baja: linfomas,
¢Jnama?
HRASL/VNRT 11p15,5 baja muy alta 6% ¢mama?

*) Alrededor de un 10-20% de las familias con altaincidencia de cancer de mamano son portadoras de mutaciones en los genes BRCAI 0 BRCA2.
Estudios de ligamiento realizados en estas familias sugieren que un tercer gen, hastala fecha no identificado, podriaresidir en laregion cromoso-

micaindicada (Greene, M.H. 1997).
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resultan ser genes de baja frecuencia. Este es el caso de
los genes BRCA1, BRCA2, p53 y probablemente
PTEN/MMACL. La identificacion de genes de baga
penetrancia suele ser una tarea ardua donde es dificil

demostrar sin ambigliedades larelacion entre el geny la
enfermedad en cuestién. En lo concerniente a cancer de
mama, este es el caso del gen ATM y de algunos alelos
delaregion VNTR adyacente a gen HRASL. Otro con-
cepto Util cuando hablamos de genes de susceptibilidad a
desarrollar cancer es el de la especificidad. L os genes
gue, ain expresandose de forma constitutiva y/o induci-

da en numerosos tgjidos, sdlo confieren susceptibilidad a
desarrollar tumores en un nimero limitado de tejidos son
genes de alta especificidad, ese es el caso de BRCA1ly
BRCAZ2. Los genes de baja especificidad, por el contra-

rio, confieren susceptibilidad a desarrollar tumores en
numerosos tejidos. p53 es un gjemplo paradigmético de
estetipo de genes de susceptibilidad. En general, los
genes de bajaespecificidad estan implicados en procesos
de regulacion del ciclo celular y/o apoptosis comunes a
todas las células mientras los genes de altaespecificidad
participan bien en mecanismos especializados de tejidos
concretos o bien en mecanismos méas generales cuya
supresion sin embargo, por algunarazén, solo promueve
el desarrollo de tumores en un limitado numero de teji-
dos. Por eso el estudio de la funcién bioquimica de los
genes de alta especificidad puede aportar datos claves
parala comprension de un proceso carcinogénico con-
creto y/o paralaidentificacién del papel de determina-
dos carcinégenos.

Los genes NER constituyen un buen gemplo para
ilustrar el concepto de especificidad y sus implicacio-
nes. Los pacientes con xeroderma pigmentoso, una
enfermedad hereditaria que se transmite de forma auto-
sOmica recesiva, desarrollan numerosos tumores cuté-
neos en zonas expuestas a la radiacién solar pero no
presentan un incremento equivalente de la tendencia a
desarrollar otro tipo de tumores. Estos pacientes son
portadores de mutaciones en alguno de los genes impli-
cados en & mecanismo de reparacion del DNA denomi-
nado NER (del inglés nucleotide-excision repair). Estos
genes se expresan en todos los tejidos y el hecho de que
los pacientes sean especialmente sensibles a desarrollar
canceres de piel indica que las radiaciones U.V son €
principal inductor de mutaciones (susceptibles de ser
reparadas via NER) a que los humanos estamos
expuestos (Lengauer et al, 1998 y referencias alli indi-
cadas). Si, por € contrario, fuese algin carcinégeno
introducido de modo habitual en la dieta el que provo-
case dafios en el DNA susceptibles de ser reparados via
NER estos mismos genes no estarian implicados en el
desarrollo de tumores de piel pero si probablemente en
el de tumores del aparato digestivo. Los genes repara-
dores h(MLH1 y hMSH2 son otro jemplo de genes de
susceptibilidad de alta especificidad cuya funcion bio-
guimica ha ayudado a comprender mejor la ontogenia
del sindrome HNPCC (cancer colorrectal no polipési-
co). Del mismo modo es previsible que los avances
recientes en le estudio de la funcién de los genes
BRCA1y BRCAZ2 ayuden a comprender mejor la onto-
geniadel cancer de mama.

Rev. CANCER
BRCA1Y BRCA2
BRCA1 ESUN REGULADOR DE LA EXPRESION GENICA

El estudio del papel de BRCA1 enlaregulacién dela
expresion génica se inicio con la publicacién de dostra-
bajos que demostraban como el extremo C-termina de
esta proteina (aal528-aal863) fusionado al dominio de
union a DNA del factor de transcripcion GAL4 tenia
actividad transactivadora (Chapman et al, 1996. Mon-
teiro et a, 1996). Estos trabajos iniciales demostraron
ademas que diversas mutaciones asociadas con alta pre-
disposicién a desarrollar cancer de mama anulaban la
capacidad transactivadora de la proteina. Estos resulta-
dos sugerian que BRCA1 podia ser un factor de trans-
cripcién, sin embargo faltaba demostrar la union especi-
ficade BRCA1 a DNA.

No existe en BRCA1 ninguna regién que presente
homologia de secuencia con dominios de unién a DNA
conocidos, pero en un principio se supuso que e extre-
mo N-termina de |la proteina podia ser la region impli-
cada en la interaccion con e DNA. No existia ninguna
evidencia experimental que apoyase esta suposicion, sin
embargo existian razones que la fundamentaban :

—L os primeros 110 residuos de BRCA1 constituyen
un dominio RING que por el hecho de poseer dos ato-
mos de Zn** coordinados podria recordar alos dominios
de unién DNA del tipo zinc finger presentes en muchos
factores de transcripcién.

—Estaregion de BRCA1 es la mas conservada entre
especies, sugiriendo un papel fundamental en lafuncién
de la proteina (Blackwood y Weber, 1998; Abel et a,
1995; Sharan et al, 1995). En general, e dominio de
unién a DNA suele ser la region de un factor de trans-
cripcién méas conservada entre especies.

Hoy sabemos que los dominios RING, identificados
también en muchas otras proteinas, son capaces de hete-
rodimerizar y de mediar interacciones entre proteinas
(Borden et al, 1995) quedando descartado asi su papel
en la union a DNA. En consonancia con la funcion
indicada, recientemente se han identificado dos protei-
nas que especificamente interaccionan con el domino
RING de BRCA1: BARD1, una proteina que a su vez
contiene un dominio RING (Wu et al, 1996; Jin et al,
1997) y BAP1, una ubiquitina hidrolasa capaz (en expe-
rimentos de transfeccion) de potenciar la capacidad de
BRCAL para actuar como supresor del ciclo celular
(Jensen et al, 1998).

Posteriormente se demostré que BRCA1 es un com-
ponente de la holoenzima RNA polimerasa Il y que su
extremo C-terminal es el responsable de la asociacién a
este complejo multiproteico (Scully et al, 1997). Este
resultado apoyaba la idea de que BRCA1 no fuera un
factor de transcripcidn pero si una proteina adaptadora
gue modulase la interaccion entre algun factor de trans-
cripcion y lamaquinaria basal de transcripcion. Confir-
mando esta hip6tesis, trabajos recientes demuestra que
BRCA1 regula positivamente la expresion del gen
p21"*™“" (Somasundaram et &, 1997) actuando como
coactivador de p53 (Ouchi et al, 1998; Zhang et d,
1998b). En € contexto de este promotor, la region C-
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termina de p53 (aa300-a393) interacciona con una
region de BRCA1 comprendida entre los aminoécidos
224 y 500 (region codificada por el extremo 5 del ex6n
11 del gen). Mutantes de BRCA1 carentes de sefia de
localizacion nuclear, extremo C-terminal o dominio de
union a RAD51 son incapaces de activar € promotor
del gen p21"***“" (Somasundaram et a, 1997).

BRCA1 regula positivamente los promotores de los
genes bax (Zhang et a, 1998b) y mdm2 (Ouchi et &,
1998). Los promotores de estos genes, al igual que ocu-
rre con e promotor del gen p21"™“", contienen sitios
de uni6n para p53, aunque en e contexto de estos pro-
motores no se ha demostrado el papel de BRCA1 como
coactivador de este factor de transcripcion.

En relacion al papel de BRCA 1 como coactivador de
p53 es interesante sefialar que algunos trabajos han
sugerido la presencia de mutaciones concretas de p53
en |los tumores de mama familiares asociados a BRCA 1
(Crook et al, 1997; Crook et a, 1998). En estos trabajos
se secuencié p53 en tumores mamarios con distintas
mutaciones en BRCA1. El 66% de los tumores presen-
taba mutaciones en e gen p53 (frente a un 33% en los
tumores mamarios control no asociados a BRCAL),
siendo la mayoria mutaciones descritas por primera vez
0 poco frecuentes y localizadas en el ex6n 5 del gen
p53. Sin embargo € significado de estos resultados es
poco claro y cuestionado por otros trabajos que no han
encontrado una frecuencia especialmente alta de muta-
ciones en p53 asociada a tumores de mama con muta-
ciones en BRCA1 (Schlichtholz et al, 1998). ,

BRCA1 puede activar la expresion del gen p21"*™"
en ausencia de p53, probablemente a través de motivos
STAT (Somasundaram et al, 1997. Ouchi et al, 1998) lo
gue sugiere que € papel de BRCA1 como coactivador
no esta limitado al factor de transcripcion p53. Ademas,
recientemente se ha demostrado la interaccion entre
BRCAL1 y otro factor de transcripcion clave en laregu-
lacion del ciclo celular, c-Myc (Wang et al, 1998). En
este caso lainteraccion de BRCA 1 reprime la capacidad
transactivadora de este factor. También se hadescrito la
interaccion de BRCA1 con €l coactivador CBP (Cui et
a 1998) y con CtlP, una proteina de funcion desconoci-
da pero capaz de asociarse al represor transcripcional
CtBP1 (Wong et a, 1998). La actividad transcripcional
de BRCA1in vitro esta muy influenciada por la concen-
tracion de TFIIH y es méxima en presencia del coacti-
vador PC4 lo que de nuevo sugiere un papel para
BRCA1 como proteina adaptadora en un complejo
transcripcional (Haile et al, 1999).

BRCA1 se comporta como un gen supresor clasico,
en € que la pérdida de los dos alelos es necesaria para
iniciar el proceso oncogénico. (Zhang et a 1998a).
Numerosos experimentos en cultivos celulares confir-
man este papel como gen supresor, capaz de regular
negativamente el ciclo celular (Holt et a, 1996; Soma-
sundaram et a, 1997) e inducir apoptosis (Shao et d,
1996). Aungue es mas que probable que BRCA1 modu-
le la accidn de muchos otros factores de transcripcion y
regule la expresion de numerosos genes, € hecho de
gue sea capaz de actuar como coactivador de p53 (un
gen supresor clasico), como corepresor de c-Myc (un
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oncogen clasico) y que active la expresion del gen
supresor del ciclo celular p21"*™“" y del gen proapop-
tético bax asocian claramente la funcidn transcripcional
de BRCA1 con su papel como gen supresor.

El papel de BRCA1 como regulador positivo de la
expresion de p21™™" no esta en principio de acuerdo
con los resultados derivados de ratones mutantes negati-
vos para el gen BRCA1 (Hakem et al, 1996). La ausen-
ciade BRCAL es letd en e desarrollo embrionario de
estos ratones. Todos los ratones mueren antes del dia
E7.5 del desarrollo embrionario. La letalidad se debe a
un fallo proliferativo, fallo que coincide con una sobre-
expresion de p21"*™“" . Se puede argumentar que
BRCA1 tiene un papel represor sobre el gen p21™™"
durante el desarrollo embrionario, papel opuesto a que
parece tener en células de individuos adultos. Sin
embargo también es posible argumentar que la ausencia
de BRCAL1 hacia €l dia E7.5, un periodo de prolifera
cion celular méxima en el desarrollo embrionario del
ratdn , provoque un incremento de los dafios en el DNA
que termine por activar otras rutas de sefializacion celu-
lar inductoras dela expresion del gen p21"*™“". Los
ratones BRCAL1 -/- expresan niveles muy baos de
mdm2 (Hakem et a, 1996) lo que podria también en
parte explicar la sobrexpresion de p21"*™“". Ratones
dobles mutantes para BRCA1 y p53 6 p21"*™“" no
sufren un fallo proliferativo hasta alcanzar el dia E10.5
del desarrollo embrionario (Hakem et al, 1997) mos-
trando que p21"™"“" esta4 implicado en € fallo prolife-
rativo pero sugiriendo a su vez que otros elementos del

proceso proliferativo estan alterados.

BRCAL ESTA IMPLICADO EN LA RESPUESTA CELULARA
CIERTOS DANOS PRODUCIDOSEN EL DNA

Los primeros indicios de que BRCA1 podia estar
implicada en procesos de reparacion del DNA se deri-
van de un simple andlisis de secuencia. La proteina
BRCA1 no presenta homologia de secuencia con ningu-
na otra proteina conocida, sin embargo el extremo C-
terminal contiene un motivo de 100 aminoacidos repeti-
do en tandem que se denomin6 dominio BRCT ( por
BRCA1C-terminal; Koonin et al, 1996). Andlisis com-
putacionales mostraron que este mismo motivo estaba
presente en numerosas proteinas divergentes entre si,
pero todas €ellas implicadas en procesos de reparacion
de dafios en e DNA (Callebaut et a, 1997; Bork et d,
1997)

Una primera evidencia experimental se obtuvo con €l
descubrimiento de que BRCA1 interaccionaba con
RAD51, una proteina implicada en reparacion del
DNA. Experimentos de inmunofluorescencia realizados
sobre un cultivo sincrénico de células MCF-7 (linea
celular humana derivada de un cancer de mama) revel 6,
enlafase Sdel ciclo celular, unadistribucion nuclear de
la proteina muy caracteristico. La sefil no aparecia
difusa por todo €l nicleo celular como ocurre en ensa
yos similares realizados con, por jemplo, muchos fac-
tores de transcripcién, si no muy al contrario concentra-
da en un nimero limitado de focos (Chen et al, 1996.
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Fig. 1. Procesamientos alternativos del gen BRCAL: Se han descrito numerosos procesamientos alternativos de este gen. En la
figuraseindicanloscuatro mejor caracterizados. Se ha sugerido que las distintas variantes de BRCAI podrian tener distintasfun -
cionesen el control del ciclo celular, sin embargo apenas hay trabajos al respecto y todos |0s experimentos que se mencionan en €l
texto serefieren ala proteina BRCAL de 230kD codificada por €l transcrito mayor. Obsérvese cdmo las mutaciones germinales
localizadas en losexones 1 a 8y 12 a 24 afectan a todas las variantes, sin embargo no ocurre |o mismo con mutaciones de los exo -

nes centrales.

Scully et al, 1997a). Este patrén era especifico de lafase
Sdel ciclo celular. Poblaciones enriquecidas con células
en fase G1 del ciclo celular mostraban una sefial difusa
por todo € nucleo celular. El patron obtenido en nicle-
os de células en fase S recordaba al que se habia descri-
to para RAD51 (Tashiro et al, 1996). Estudios de doble
inmunofluorescencia con microscopia confocal revela-
ron un significativo (aunque no completo) solapamiento
de sefiales, 1o que indicaba la colocalizacién de ambas
proteinas. El mismo estudio demostré que BARD1 tam-
bién colocalizaba. Del mismo modo se demostré que
BRCA1ly RADS51 colocalizan en el ntcleo de células en
division meidtica. Experimentos adicionales, basica
mente i nmunopreci pitaciones, demostraron que BRCA1
y RAD51 no solo colocalizaban, ademas eran capaces
de interaccionar fisicamente, aunque los experimentos
no dejaban claro si la interaccion era directa o alguna
otra proteina ejercia de adaptador entre BRCAL y
RADS5L1. Se identifico una regién concreta de BRCA1,
codificada por el exén 11 (aminoéacidos 758-1064) res-
ponsable directa de esta interaccion (Scully et al,
1997a). RAD51 es un homologo humano del gen RecA
bacteriano. La funcién de RecA es esencia paralares
puesta SOS, una cascada de sefial es que se activaen res-
puesta a dafios en € DNA e implicala activacion trans-
cripcional de distintos genes. (Echols and Goodman,
1991). Estudios en levaduras han demostrado que
RADS51 participa en la reparacion de roturas de hebra
doble en el DNA (reparacion que requiere de un proce-

so de recombinacién homdloga) y en recombinacion
meidtica (Shinohara et al, 1992). La interaccion de
BRCA1 con RAD51 sugeria algun papel para BRCA1
en & mantenimiento de la integridad genémica, lo que
de confirmarse, podria explicar la razén de que indivi-
duos con mutaciones en este gen tuviesen mayor predis
posicién a desarrollar tumores. Es interesante sefialar
aqui que ya se habia descrito en ese momento lainterac-
cion de RAD51 con p53, otro gen supresor implicado en
cancer de mama (Sturzbecher et al, 1996).

Se obtuvo una pruebaindirecta del papel de BRCA1
en e mantenimiento de la integridad gendmica a
demostrarse que su localizacién nuclear y su estado de
fosforilacion se modificaban en respuesta a dafios en €l
DNA (Scully et a, 1997b). Se observo que tratando un
cultivo celular con agentes que dafian el DNA como
hidroxiurea, radiacion U.V., radiacién o mitomicina C,
se provocaba, en el plazo de una hora, la desaparicion
de los caracteristicos focos observados con inmunotin-
cion para BRCAL. La inmunotincion generaba ahora
una sefial difusa en toda la region nuclear. Mas intere-
sante aln, en los pocos focos que aln podian observarse
en € nucleo de céulas tratadas con estos agentes, se
pudo determinar que BRCA1, BARD1 y RADS51 colo-
calizaba con PCNA, una subunidad de la DNA polime-
rasa, sugiriendo que ahora forman parte del complejo
proteico asociado alahorquillade replicacién. En célu-
las control sin tratar, los complegjos BRCA1-RAD51 no
colocalizan con PCNA. La proteina colocaliza con

10
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RAD51 y BRCA1 en e nucleo celular y en células tra-
tadas pasa a colocalizar con PCNA (Scully et 4,
1997b). Todos estos datos sugieren la existencia en los
nucleos de células en division de unos complejos multi -
proteicos (de los que al menos BRCAL, BARD1 y
RADS51 forman parte) que en respuesta a dafios en la
replicacién del DNA se translocarian a regiones de sin-
tesis de DNA. Latranslocacion de estos complejos mul-
tiproteicos coincide con una hiperfosforilacion de
BRCAL (Scully et al, 1997b). Ni la quinasa dependiente
de DNA, ni € producto del gen ATM estén implicados
en esta hiperfosforilaciéon de BRCA1 (Scully et d,
1997b). Hay pocos datos sobre las proteinas implicadas
en modular e estado de fosforilacion de BRCA1 o las
regiones de BRCA1 susceptibles de fosforilacion.
Recientemente se ha demostrado que algunos sitios sus-
ceptibles de ser fosforilados in vitro estan localizados
en la regién comprendida entre los aminoéacidos 379 y
408 y que esta region es importante en la funcién de
BRCAL1 ya que € efecto supresor del crecimiento que
se observa al sobreexpresar BRCAL en lineas celulares
(Holt et al, 1996) desaparece cuando se sobreexpresa un
gen BRCAL del que se ha eliminado la secuencia
correspondiente (Burke et al, 1998).

Una prueba directa de la implicacion de BRCAL en
procesos de reparacién del DNA se obtuvo a generar
clones de células MCF-7 resistentes a cis-diaminodiclo-
roplatino(ll) (CDDP). (Husain et al, 1998). Estas célu-
las sobrexpresan BRCA1 y son capaces de reparar plas-
midos modificados in vitro con CDDP con mucha
mayor eficacia que las células parentales. Esta capaci-
dad reparadora se pierde cuando se anula la expresion
de BRCA1 utilizando oligonucleétidos antisentido.

Los niveles celulares de la proteina BRCA 1 disminu-
yen alas 24 horas (se observa una disminucion equiva
lente del RNA mensgjero alas 12 horas) del tratamiento
de células MCF-7 con agentes citotoxicos como la
adriamicina o la radiacién U.V. (Andres et a, 1998).
Este resultado sugiere que existe un mecanismo de
supervivencia celular que permite a las células que han
conseguido reparar adecuadamente su DNA entrar de
nuevo en ciclo celular y desensibilizarse frente a la
apoptosis.

BRCA1 PUEDE ESTAR IMPLICADO EN EL PUNTO DE
RESTRICCION G,/M

Numerosas evidencias experimentales indican que
durante lafase G,/M del ciclo celular BRCA1 esta aso-
ciado preferentemente al centrosoma (Hsu et al, 1998).
BRCAL, en su forma hipofosforilada, interacciona con
g-Tubulina, una proteina presente en el materia peri-
centriolar y responsable de la nucleacién de los micro-
tubulos a través de su interaccion con € extremo (-) de
éstos (Stearns et al, 1994). ¢Que implicaciones puede
tener el hecho que BRCA1 se asocie a centrosoma?.
Numerosas proteinas implicadas en el punto de restric-
cion G,/M se asocian al centrosoma en esta fase del
ciclo celular. Asi ocurre con laciclinaB, p34™*, 14-3-3

11
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y p53. Es posible por tanto que BRCA1 también esté
implicado de algun modo en este punto de control del
ciclo celular. Sin embargo no tiene por que ser necesa
riamente asi. Es también posible que la asociacion de
BRCAL con € centrosoma sea simplemente un meca
nismo para conseguir una apropiada distribucion de
BRCAL en las células hijas, como se ha descrito para
otras proteinas como NuMa (Compton et al, 1992).

Experimentos adicionales que sugieren un papel de
BRCAL1 en € control delatransicién G,-M se realizaron
con lalinea celular humana 184A1 derivada de un epi-
telio de mama no tumorigénico. En este model o experi-
mental se observa que la sobreexpresion de un fragmen
to de BRCA1 C-terminal mutado, que se comporta
como dominante negativo, produce una aceleracion del
ciclo celular debido a un acortamiento de la transicion
G,-M. Ademas se observa como en las células transfec-
tadas la induccién de parada del ciclo celular en lafase
G,-M provocada por colchicina (un inhibidor de latubu-
lind) se reduce y al mismo tiempo aumenta la tasa de
muerte celular inducida por este compuesto. (Larson et
al, 1997). Estos resultados sugieren que la sobreexpre-
sion de un extremo C-terminal de BRCA1 dominante
negativo suprime un punto de control en la transicién
G,-M dél ciclo celular.

Un papel de control en el punto de restriccion G,/M
podria explicar, a menos en parte, el hecho de que los
tumores con mutaciones en BRCA1 acumulen muchas
ateraciones cromosdmicas si se los compara con tumo-
res no relacionados con BRCAL1 (Tirkkonen et al,
1997). Sin embargo el papel de BRCA1 en €l control de
laintegridad del DNA, por si sdlo, también justificaria
un aumento de las alteraciones cromosomicas (Zhang et
al, 1998; Lengauer et al, 1998).

¢BRCA2 ESUN REGULADOR DE LA EXPRESION GENICA?

La proteina BRCA2, al igua que ocurre con la pro-
teinaBRCA 1, no presenta homologias de secuenciasig
nificativas con ninguna proteina descrita hasta la fecha.
Sin embargo, € grupo de Kouzarides observd que €l
extremo 5" del exén 3 de BRCA2 codifica para una
secuencia aminoacidica homéloga a una regién transac-
tivadoradel factor de transcripcion c-jun. El mismo gru-
po comprobd que este exdn fusionado al dominio de
union a DNA de LexA tiene capacidad transactivadora
(Milner et al, 1997).

Numerosos datos experimentales indican una estre-
cha relacion entre el estado de acetilacion de las histo-
nasy el proceso de regulacion transcripcional (Pazin y
Kadonaga, 1997; Wolffe et a, 1997) y de hecho, la acti-
vidad HAT (histona acetil transferasa) se ha descrito en
numerosas proteinas implicadas en la regulacion trans-
cripcional como es por gjemplo e caso de los coactiva
dores p300/CBPy P/ICAF o del factor basal TAF |1 250.
Recientemente dos trabajos han asociado BRCA2 con
una actividad enzimatica acetiltransferasa sugiriendo asi
un papel en la regulacién transcripcional para esta pro-
teina. Sin embargo |os dos trabajos muestran resultados
notablemente discrepantes. En un trabajo se describe
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como la region N-terminal de BRCAZ2 tiene actividad
acetiltransferasa per se cuando se utiliza como sustrato
especificamente las histonas H3 y/o H4 (Siddique et &,
1998). Es interesante sefialar que este trabajo demuestra
también como precisamente el exon 3 de BRCA2 es
prescindible para esta actividad enzimética. El otro tra-
bajo relaciona también BRCA2 con la actividad HAT y
explicitamente con una actividad reguladora de latrans-
cripcion (Fuks et al, 1998). Sin embargo en este segun-
do trabajo se sugiere que BRCA2 no tiene actividad
HAT per sey requiere de lainteraccion con € coactiver
dor P/ICAF para catalizar lareaccion.

Recientemente se ha demostrado también que, en
determinadas condiciones, BRCA2 puede in vitro inte-
raccionar con p53 y reprimir su actividad transcripcio-
nal. RAD51 favorece el papel represor de BRCA2 en
este sistema experimental. (Marmorstein et al, 1998).

Todos estos datos sugieren un papel activo de
BRCA2 en la regulacion de la expresion génica, sin
embargo €l trabgjo experimental acumulado hasta la
fecha es sensiblemente menor al existente en torno a
BRCA1y lo que es més importante, hastalafechano se
ha descrito ninglin gen concreto regulado por BRCA2
por lo que el papel de este gen en la regulacion de la
expresion génica sigue siendo especulativo.

BRCA2 PARTICIPA JUNTO CON BRCA1 EN LA RESPUESTA
CELULAR A CIERTOS DANOS PRODUCIDOSEN EL DNA

El gen BRCA?2 se expresa a nivel es facilmente detec-
tables en la etapa intermedia del desarrollo embrionario
dd raton ( a partir del dia E7.5, etapa del desarrollo
embrionario donde se dan |as tasas més altas de prolife-
racion celular) y en el organismo adulto, especialmente
en testiculo, ovario y timo. Este patron de expresion es
coincidente con los patrones de expresion de BRCAly
RAD51. BRCA1y BRCAZ2 también se expresan de for-
ma coordinada en el epitelio mamario (Sharan et a,
1997 y referencias dli indicadas).

La primera evidencia de que BRCA2 puede estar
implicado en reparacion del DNA se derivo de estudios
realizados con ratones mutantes nulos para este gen.
(Sharan et al, 1997). Los ratones heterocigotos BRCA2
+/- tienen un desarrollo embrionario normal y no se ha
observado que presenten una especial susceptibilidad a
desarrollar procesos tumorales. Sin embargo, los ratones
BRCAZ2 -/- no son viables. Laletalidad se manifiesta el
dia E7.5 debido aun fallo proliferativo de las células
embrionarias. Se determind la sensibilidad de embriones
E3.5 alairradiacion con rayos g. Los embriones hetero-
cigotos tenian una susceptibilidad alaradiacion similar a
la de los embriones normales, sin embargo los embrio-
nes homocigotos eran especialmente sensibles alaradia-
cion sugiriendo que tenian defectos en € sistema de
reparacion de roturas en la doble hebra del DNA. Es
interesante sefidlar que recientemente se ha demostrado
gue los embriones de ratones defectivos para el gen
BRCA1 son igualmente hipersensibles alaradiacion g
(Shen et al, 1998). En estudios con ratones mutantes
nulos para RAD51 también se habia observado laletali-
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dad de la deleccién homocigota con defecto de la proli-
feracion celular hacia el dia E7.5y una especial hiper-
sensibilidad de las células embrionarias alaradiacion g
(Lim et al, 1996). Estas coincidencias y un patron de
expresion similar sugerian la cooperacion de BRCA2
con RADS51 en lafuncién reparadoradel DNA. El hecho
de que un ensayo basado en el sistema de dos hibridos
demostrase lainteraccion fisicaentre BRCA2 y RAD5S1
reforzaba estatesis. (Sharan et al, 1997). Esinteresante
sefialar que mientras la homologia genera entre BRCA2
murino y humano es baja, un 59%, laregion C-terminal

de BRCAZ2, que seidentificé como responsable de la
interaccion con RAD51 (aminoécidos 3196-3232), pre-
senta una homologia del 95% sugiriendo que es una
region clave en lafuncion de BRCA2.

El exén 11 de BRCA?2 contiene ocho repeticiones de
un motivo denominado BRC, muy conservado entre
especies, del que hasta hace muy poco se desconocia su
funcion (Bertwistle y Ashworth, 1998). Trabgos
recientes, basados también en €l sistema de dos hibridos
y realizados con € gen BRCA2 humano, indican que
estas repeticiones son motivos de union a RAD51 de
mayor afinidad que la regién C-terminal originalmente
descritaen raton (Chen et al, 1998b ; Marmorstein et al,
1998). Los ratones mutantes nulos para BRCA?2 descri-
tos originalmente carecian de todo el ex6n 11, y por tan-
to de los ocho dominios BRC. Los ratones mutantes
nulos que conservan parte del exén 11, incluyendo tres
dominios BRC, presentan un fenotipo menos severo y
los ratones mutantes nulos homocigotos que conservan
todo e exon 11 son viables (Friedman et a, 1998).
Estos datos sugieren que los dominios BRC, y por con-
siguiente probablemente la interaccion de BRCA2 con
RAD51, son criticos para un correcto desarrollo
embrionario. Se ha demostrado la presencia de comple-
jos BRCA2-RADS51 in vivo mediante coinmunoprecipi-
tacion (Chen et al, 1998).

Una evidencia directa de la implicacion de BRCA2
en algin mecanismo de reparacion del DNA se obtuvo
al comprobar que lalinea celular Capan-1 (derivada de
un cancer de pancreas humano), que contiene una muta
¢ioén homocigota que genera una terminacién prematura
en e codon 2003 del gen BRCA2, es especiamente
sensible al tratamiento con MM S (metanosulfonato de
metilo). La expresion de un gen BRCA2 exdgeno nor-
mal, pero no la expresion de un gen BRCA2 con los
dominios BRC deleccionados, confiere a estas células
resistenciaa MMS (Chen et al, 1998b). Este mismo tra-
bajo demuestra también que la proteina BRCA2 end6-
genade células Capan-1 retiene la capacidad de unirse a
RADS51. Tomados en conjunto, estos resultados indican
gue tanto la interaccion con RAD51 como la presencia
de un dominio C-terminal funcional son indispensables
para que BRCA2 genereresistenciaa MMS. Aungue €l
mecanismo por €l que el MMS genera dafios en el DNA
no est4 completamente claro, muchos trabajos indican
gue genera cortes en la doble hebra del DNA y es por
tanto equivalente al dafio producido en el DNA por la
radiacion g (Pati et al, 1997). De hecho, lalinea celular
Capan-1 también es hipersensible alaradiacién g (Chen
et al, 1998b).
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Se ha demostrado, mediante técnicas de inmunopre-
cipitacion en células MCF7, que BRCA?2 interacciona
fiscamente con BRCALl. Ademaés, anticuerpos a
RADS51 coinmunoprecipitan BRCA2 y BRCA1 (Chen
et al, 19984). Laregion de BRCA2 determinante en esta
interaccién esta localizada entre los residuos 1314 y
1756. BRCA2 interacciona con laregion C-terminal de
BRCA1, sin embargo son diferenciables la region tran-
sactivadora de BRCA 1 de la region susceptible de inte-
raccionar con BRCA?2 ya que mutantes de BRCA 1 defi-
cientes en transactivacion y en su uniéon a la RNA
Polimerasa Il siguen siendo capaces de unirse aBRCA2
(Chen et a, 1998a). EI mismo trabajo demuestra que
BRCA2 colocalizacon BRCA1y RAD51 en nuicleos de
células en fase S ddl ciclo celular y que en respuesta a
agentes citotdxicos como la hidroxiurea o la radiacion
U.V., BRCA2, como ya se habia descrito y se ha
comentado para €l caso de RAD51, BRCA1ly BARD],
pasa a colocalizar con PCNA. También se demuestra
gue BRCAZ2 colocaliza con BRCA1 y RAD51 en €
nicleo de células en proceso de divisién meidtico.

Al igual que ocurre con BRCAL, los niveles celula-
res de BRCA 2 descienden apreciablemente en un plazo
de 24 horas tras € tratamiento de células MCF-7 con
agentes citotoxicos lo que sugiere la existencia de un
mecanismo de retorno alos niveles basales de expresion
de estos dos genes que permitan la reentrada en ciclo
celular tras la correcta reparacion del DNA (Andres et
al, 1998).

Todos estos datos sugieren que BRCA2 y BRCA1
estdn implicados en una misma ruta de sefidizacién
celular que se activa en respuesta a determinados dafios
sufridos por el DNA.

MUTACIONES DE ALTA PENETRANCIA, MUTACIONES DE
BAJA PENETRANCIA Y POLIMORFISMOS

La mayoria de las mutaciones germinales descritas
en los genes BRCA1 y BRCAZ2, arededor del 80%,
alteran €l marco de lectura y son mutaciones de alta
penetrancia. En general implican delecciones o inser-
ciones de unas pocas bases. Asi es el caso de las muta-
ciones de BRCA1 185delAG y 5382insC, y de la muta-
cion de BRCA2 6174delT, todas ellas mutaciones
prevaentes en la poblacion judia Ashkenazi (Tonin et
al, 1996). El truncamientos prematuro de BRCA1 atan
s6lo 11 aminoacidos del extremo C-terminal constitu-
yen ya una mutacion de ata penetrancia (Friedman et
a, 1994), lo que sugiere que la pérdida del dominio
transactivador de BRCAL1 es €l factor desencadenante
de la susceptibilidad a desarrollar cancer de mama.
También se han descrito numerosas mutaciones que
destruyen sitios de splicing (por gemplo Xu et 4,
1998), mutaciones que introducen sitios de splicing
cripticos (Hoffman et a, 1998) e incluso ateraciones
genéticas groseras que eliminan exones completos
(Puget et al, 1998). Recientemente se ha sugerido que
entre un 8% y un 40% de los tumores asociados a
BRCA1 podrian implicar este tipo de alteraciones gro-
seras que no son detectables mediante las técnicas con-
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vencionales de screening de mutaciones (Puget et al,
1999 y referencias alli citadas). También son mutacio-
nes de alta penetrancia aquellas que implican la sustitu-
cion de un residuo critico para la funcién de las protei-
nas, como es € caso de algunas mutaciones descritas en
los dominios RING (Brzovic et al, 1998) y COOH- ter-
minal (Chapman et a, 1996) de BRCA L.

Se estima que las mutaciones de alta penetrancia
confieren alas portadoras un riesgo acumulado de desa
rrollar cancer de mama alos 70 afios que oscila entre el
60% y & 90% segun los distintos estudios (Ellisen et al,
1998; Dunnig et a, 1998; Brody et a, 1998). Estas
mutaciones son muy poco frecuentes en la poblacién
genera (se cree que 1 de cada 500 6 1000 personas pue-
de ser portadora) y estan asociadas a familias con ata
carga de canceres de mamay/u ovario (Ford et a, 1995;
Ellisen et al, 1998; Brody et al, 1998). Sin embargo
estos genes son muy polimérficos, se ha descrito un
nimero enorme de alelos distintos de BRCAL vy
BRCAZ2, y esrazonable pensar que algunos de estos ale-
los se pudieran comportar como genes de susceptibili-
dad de baja penetrancia o incluso en algunos casos
como variantes protectoras frente a cancer de mama.
En un estudio reciente se analizan cuatro polimorfismos
de BRCA1 muy comunes: Gln 356 Arg, Pro 871 Leu,
Glu 1038 Gly y Ser 1631 Gly llegandose ala conclusién
de que ninguno de €llos esta asociado a un mayor riesgo
de desarrollar cancer de mama y/u ovario. EI mismo
estudio sugiere que un residuo de arginina en la posi-
cion 356 podria proteger frente a desarrollo del cancer
de mama (Dunning et a, 1997). Un estudio realizado
sobre 42 pacientes sel eccionados por tener una historia
familiar moderada o bién sin historia familiar pero con
una edad de aparicion del tumor temprana identifico
mutaciones que implican sustitucién de residuos en los
dominios RING y C-terminal (Greenman et a, 1997).

Numerosos estudios han descrito la alta prevalencia
de alguna mutacion concreta de BRCA1 o BRCA2 en
determinados paises, 0 bien en determinadas comunida-
des étnicas. Asi, aparte de las mutaciones caracteristicas
de la poblacion Askenatzi que se ha comentado ya en
este mismo apartado, se han descrito mutaciones preva
lentes de BRCA1 en poblacion islandesa (Johannesdot-
tir et al, 1996), sueca (Johansson et a, 1996), austriaca
(Wagner et a, 1996) flamenca (Peelen et a, 1997,
Petrij-Bosch et al, 1997), galesa (Lancaster et al, 1998)
y franco-canadiense (Tonin et al, 1998) y mutaciones
prevalentes de BRCA2 en poblacién islandesa (Thorla
cius et a, 1996) y franco-canadiense (Tonin et d,
1998). La existencia de mutaciones prevalentes simpli-
fica enormemente el proceso de deteccion de mutacio-
nes en las respectivas poblaciones y es de enorme utili-
dad paravalorar el grado de penetranciay €l pronostico
de los tumores asociados a una mutacién concreta de
uno de estos genes. Los estudios realizados hasta la
fecha en nuestro laboratorio sugieren que, desafortuna-
damente, en €l caso de la pablacién espafiola no existen
mutaciones preval entes.

Numerosos genes de susceptibilidad a desarrollar
diversos tipos de canceres son también genes importan-
tes en e desarrollo de canceres esporadicos, asi ocurre
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con los genes p53, APC, PTEN/MMAC1 o Rb. Sin
embargo no parece ocurrir asi con los genes BRCALly
BRCA2 y apenas se han encontrado alteraciones en
estos genes en los canceres de mama esporadicos.
Recientemente se ha demostrado que en algunos tumo-
res de mama el promotor de BRCA 1 esta hipermetilado
y la expresion del gen reprimida (Magdinier et d,
1998), sin embargo este defecto epigenético parece ser
un fendmeno poco frecuente.

p53, EL SINDROME LI-FRAUMENI Y EL CANCER DE MAMA

Las familias caracteristicas del sindrome Li-Fraume -
ni destacan por la alta proporcién de canceres en edades
tempranas, especialmente sarcomas, leucemias, tumores
cerebrales y cancer de mama. Aproximadamente la
mitad de las familias que padecen este sindrome son
portadoras de mutaciones en el gen p53 (Greene et al,
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1997). Se ha estimado que €l riesgo de padecer cancer
de mama, paralas mujeres pertenecientes a familias con
este sindrome que sean portadoras de mutaciones en €
gen p53, esdel 50% alos 50 afios. Los estudios redliza-
dos en familias con sindrome mama-ovario no han
encontrado mutaciones germinales en p53, indicando
gue no existen alteraciones de p53 capaces de conferir
susceptibilidad al cdncer de mama sin aumentar alavez
el riesgo de padecer otros multiples tipos de tumores
(Prosser et al, 1991; Warren et a, 1992). Un estudio
realizado en mujeres con cancer de mama seleccionadas
al azar encontr6 mutaciones germinales en menos del
1% de los casos analizados (Sidransky et al, 1992) sugi-
riendo de nuevo que no parece posible asociar p53 con
un sindrome de cancer de mama, como si ocurre en €
caso de BRCA1ly BRCA2.

El hecho de que sdlo &l 50% de las familias con sin-
drome Li-Fraumeni sean portadoras de mutaciones en
p53 sugiere la posibilidad de que exista otro u otros
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Fig. 2: Interacciones proteicas implicadas en la susceptibilidad a desarrollar cancer de mama: Esta figura pretende resumir de
modo gréfico las numerosas interacciones proteicas que se describen en € texto.Las flechas indican de modo aproximado las
regiones de cada proteina implicadas en las interacciones. En el texto se mencionan |os dominios concretos de cada proteina impli -
cados en los casos que se ha podido determinar. El color gris obscuro indica dominios proteicos o interacciones entre proteinas

que se creen directamente implicados en reparacion del DNA. El color gris claro indica dominios o interacciones directamente
implicados en regulacion de la transcripcién, o que no excluye que esta actividad transcripcional tenga una implicacion en la

reparacion del DNA. El color blanco indica dominios o proteinas sin funcion claramente definida. Como se comenta en € texto, no

todas lasinteracciones aqui indicadas se ha demostrado que sean directas. Es posible que existan proteinas adaptadoras responsa -
bles de la interaccion. El esquema de las proteinas no esta dibujado a escala.
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genes responsables de este sindrome y que por tanto
puedan tener una implicacion importante en el desarro-
[lo del cancer de mama.

PTEN/MMAC1: GEN SUPRESOR IMPLICADO EN
NUMEROSOS TUMORES

Numerosas evidencias indican que € gen
PTEN/MMACL1 es un gen supresor que juega un papel
importante en muchos procesos oncogénicos. Asi, este
gen se encuentra con frecuencia inactivado en numero-
s0s tipos de tumores esporéadicos entre |os que destacan:
glioblastomas, melanomas, prostata y mama (Li et a,
1997; Steck et al, 1997). Ademas, diversos sindromes
hereditarios caracterizados por la ata predisposicion a
desarrollar diversos tumores (incluidos tumores de
mama), como la enfermedad de Cowden o el sindrome
Bannayan-Zonana, estén asociados con mutaciones ger-
minales en este gen (Liaw et al, 1997; Marsh et a,
1997).

L os ratones mutantes nulos PTEN/MMACL +/- desa
rrollan tumores en numerosos tejidos sugiriendo un
papel equivalente para este gen en esta especie y en
humanos. (Di Cristofono et al, 1998).

El gen PTEN/MMACIL codifica para una una pro-
tefna con un dominio catalitico conservado en nume-
rosas enzimas tirosina fosfatasas. PTEN/MMAC1 tie-
nein vitro actividad fosfatasa sobre péptidos ricos en
glutaminay tirosinay también sobre el segundo men-
sgjero lipidico fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. La
actividad  tirosina  fosfatasa  sugiere  que
PTEN/MMACL1 podria actuar como gen supresor al
modular negativamente rutas de sefializacion celular
implicadas en proliferacion. Recientemente se ha
demostrado que PTEN/MMACL es un regulador
negativo de la ruta de sefializacion celular fosfoinosi-
tido-3quinasa/Akt, ruta que estd implicada en nume-
rosos procesos de proliferacion celular. (Wu et 4,
1998 vy referencias adli indicadas). PTEN/MMACL1
también esta implicado en la inhibicion de la migra-
cién celular (y por tanto se sugiere que su inactiva-
cién puede ser importante en procesos metastasicos)
al ser capaz de desfosforilar laenzima FAK (focal
adhesion kinasa) y suprimir asi su actividad (Tamura
et al, 1999).

Todos estos datos sugieren que PTEN/MMACL es
un gen supresor implicado en la regulacién del ciclo
celular en numerosos tejidos y que no tenga, a diferen-
ciadelo que ocurre en €l caso de BRCA1y BRCA2, un
papel particular en el epitelio mamario. A este respecto
PTEN/MMAC1 podemos considerarlo un gen supresor
general y por tanto implicado en nUMerosos procesos
neopl&sicos como puedan serlo p53 6 p16.

No se sabe realmente €l riesgo de desarrollar cancer
de mama para los portadores de mutaciones germinales
en este gen. Se ha estimado que para pacientes con la
enfermedad de Cowden, aunque sin una mutacion en el
gen PTEN demostrada, € riesgo acumulado de desarro-
[lar cancer de mama a lo largo de la vida es del 30%
(Starink et al, 1986).

17

GENES DE SUSCEPTIBILIDAD Y CANCER DE MAMA 51

EL GEN ATM

¢GEN DE SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER DE MAMA DE BAJA
PENETRANCIA?

LaAtaxia Telagiectasia (AT) esun sindrome, trasmi-
tido de forma autosdmica recesiva, caracterizado princi-
palmente por la aparicién temprana de ataxia cerebelar,
telangiectasia oculocutanea, defectos en el sistema
inmune, hipersensibilidad a |as radiaciones ionizantes y
predisposicién a sufrir procesos tumorales. El gen res-
ponsable de este sindrome, localizado en €l cromosoma
11g22-23, se clond en 1995 (Savitsky et al, 1995a).
Numerosos estudios epidemiol 6gicos han sugerido que
los individuos portadores de un aelo del gen ATM
mutado tienen una mayor predisposicion a desarrollar
tumores, especial mente de mama (Swift et 1987; Pippar
et at, 1988; Borresen et a, 1990). El riesgo relativo de
desarrollar cancer de mama para esta poblacion hetero-
cigota se ha estimado en 3.9 (Easton et al, 1994).

Es dificil demostrar la implicacién del gen ATM en
el desarrollo del cancer de mamadebido aque al ser, en
todo caso, un gen de susceptibilidad de baja penetrancia
no es posible hacer estudios de ligamiento (Wooster et
al, 1993; Greene M.H., 1997). Sin embargo, €l hecho de
que arededor del 1% de la poblacion general es porta-
dora de un alelo del gen ATM mutado (Greene, M.H.,
1997) convierte en urgente la necesidad de clarificar el
papel de este gen en e desarrollo del cancer de mama,
pues de confirmarse, la cifra de canceres de mama atri-
buibles a este gen superaria la cifra de canceres atribui-
bles ala suma de los genes de susceptibilidad BRCA1ly
BRCA2. Numerosos estudios encaminados a resolver
esta cuestion han llegado a resultados contradictorios.
Asi por egemplo, el grupo de Swift, estudiando familia
res de pacientes con sindrome AT clinicamente recono-
cido, encontr6 un aumento significativo de la propor-
cion de heterocigotos en las mujeres con cancer de
mama (Athma et al, 1996). Sin embargo € grupo de
Haber, analizando mediante técnicas de PTT (ensayos
de truncamiento de proteinas) el gen ATM en pacientes
con cancer de mama de aparicién temprana, no encontrd
mayor frecuencia de mutaciones que en € grupo control
de mujeres sanas (FitzGeral et a, 1997). Un estudio
reciente refuerza la idea de que la proporcion de tumo-
res de mama asociados a mutaciones germinales en €l
gen ATM es minimay sugiere ademas que ATM no se
comporta como un gen supresor clasico ya que en los
tumores no se pierde e aeo savge (Chen et d,
1998c).

ATM FORMA PARTE DE UNA RUTA DE SENALIZACION
CELULAR QUE ACTIVA p53 CUANDO SE PRODUCEN ROTURAS
EN LA DOBLE HEBRA DEL DNA

Antes de clonarse el gen ATM, se sabia ya que las
lineas celulares de pacientes con sindrome AT son
hipersensibles a las radiaciones ionizantes (R.l.) y son
defectivas en diversos puntos de control del ciclo celu-
lar inducibles por R.l. Asi, laparadadel ciclo celular en
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lafase G1 que se produce en respuestaa R.l. esun fené-
meno apenas observable en estas lineas celulares. Esta
parada del ciclo celular es dependiente de p53 (se indu-
ce lafosforilacion dela Ser 15 lo que a su vez estabiliza
la proteina y activa su capacidad transcripcional) y de
hecho, lo que se observa en estas células es que R.l. no
es capaz de aumentar los niveles ni la actividad de p53
(Kastan et al, 1992). Estos datos sugerian que las célu-
las AT eran defectivas en algun paso de una ruta de
sefializacion celular que en respuesta a dafios en €
DNA activaba p53 (Kastan et al, 1992).

El gen ATM codifica para una proteina de 370 kDa
con un dominio COOH-terminal similar a la subunidad
catalitica de las PI-3 quinasas (Savitsky et a, 19953).
Estas quinasas estén implicadas en transduccién de
sefiales mitogénicas, recombinacion meidtica 'y control
del ciclo celular (Savitsky et al, 1995hb, Hoekstra, M.F.,
1997).

Otras proteinas de la familia de las PI-3 quinasas
como laDNA-PK son capaces de fosforilar in vitro p53
en las serinas 15 y 37 (Lees-Miller et a, 1992), sin
embargo esta enzima no es necesaria para la parada del
ciclo celular inducida por R.I (Rathmell et al, 1997).

ATM es capaz de interaccionar fisicamente con p53 (
Watters et al, 1997).

Todos los datos sugerian pues que ATM erarealmen-
te una enzima con actividad quinasay que p53 era uno
de los substratos de esta actividad. Dos trabgjos recien-
tes han demostrado claramente que en respuesta a los
dafios producidos por las radiaciones ionizantes en €
DNA, ATM se activa fosforilandose (probablemente
autofosforildndose) y fosforila especificamente la Ser
15 de p53 (Banin et a, 1998; Canman et al, 1998). Del
mismo modo ATM se autofosforila y fosforila a p53
cuando se microinyectan fibroblastos con enzimas de
restriccion que cortan la doble hebra de DNA generan-
do extremos romos (Nakamura, Y ., 1998).

La supresion de ATM en lineas celulares deficientes
en p53 hipersensibiliza las células frente a la radiacion
ionizantes lo que sugiere que p53 no debe ser €l tnico
substrato de ATM y que deben existir vias de sefidiza-
cion independientes de p53 que estimulen la reparacion
de los dafios inducidos por radiaciones ionizantes en €l
DNA.

HRASUVNTR

En 3 del protooncogen HRASL, en € locus genético
11p15, existe una region muy polimérfica que contiene
un ndmero variable de una secuencia repetida en tan-
dem. (VNTR). Existe un trabajo que sugiere el hecho de
gue ciertos alelos de esta regién estén asociados con un
mayor riesgo (se duplica) de sufrir cancer de mama
(Krontiris et a, 1993). El aumento en & riesgo sugerido
es relativamente pequefio, sin embargo son portadores
delos alelos de alta susceptibilidad arededor del 6% de
la poblacion general por lo que de confirmarse los
datos, como ocurre con €l gen ATM, estariamos ante un
problema epidemioldgico grave. Otros trabajo relativa-
mente contradictorio con el primero, sugiere que deter-
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minados aelos de esta region cromosdmica modifican
€l riesgo de desarrollar cancer de ovario a portadoras de
mutaciones en e gen BRCA, pero no ateran el riesgo
de sufrir cancer de mama (Phelan et al, 1996). El meca-
nismo por el que estos alelos podrian influir en el desa-
rrollo del cancer de mama y/o de ovario se desconoce
por completo pero se ha sugerido que los distintos ale-
los podrian influir en la regulacion de la expresion de
HRASI, o bien estar ligados a determinados alelos de
un posible gen adyacente no identificado.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En esta revision se han comentado hallazgos recien-
tes sobre el papel delos genes BRCA1, BRCA2, ATM,
p53, PTEN/MMACL y HRAS en los sindromes heredi-
tarios que confieren susceptibilidad a desarrollar cancer
de mama.

Aunque el patron de expresiéon de los genes BRCAL
y BRCAZ2 no esté completamente determinado, es claro
gue estos genes se expresan de modo constitutivo o
inducible en numerosos tegjidos, sin embargo, como
hemos visto, los portadores de mutaciones en estos
genes sOlo presentan riesgo elevado para desarrollar
canceres de mama, ovario, y probablemente préstata
(Struewing et al, 1997). BRCA1 y BRCA2 son, como
ya se ha comentado, genes de alta especificidad.

Existen numerosos estudios que comparan tanto
aspectos histol6gicos como laevolucion y el prondstico
de los tumores de mama esporadicos con tumores aso-
ciados a mutaciones en los genes BRCA1y BRCA2, o
bien que comparan estos Ultimos tumores entre si. En
general, estos estudios tienen el problema de contar con
tamafios muestrales pequefios, 10 que impide obtener
resultados significativos desde un punto de vista esta-
distico. Sin embargo estos estudios parecen apuntar en
la direccion de que realmente si hay diferencias signifi-
cativas entre los tumores esporadicos y |os tumores aso-
ciados a mutaciones germinales, siendo los segundos
tumores de mayor indice mitético, distinto fenotipo his-
tolégico y poseedores de mayor nimero de alteraciones
cromosomicas (Armes et a, 1998; Brody et a, 1998).
Ademas, la frecuencia de tumores que no expresan el
receptor de estrogenos (ER-) es mayor en |os casos aso-
ciados a mutaciones en BRCA1 (apenas hay datos
referentes a BRCA2) que en los casos esporadicos
(Loman et a, 1998). No obstante, ninglin estudio revela
diferencias fundamentales entre los tumores de mama
asociados a mutaciones en BRCA1 y los tumores aso-
ciados a mutaciones en BRCA2, ni en lo concerniente al
tipo histologico ni en lo concerniente al prondstico y/o
supervivencia. A nivel molecular, los datos acumulados
hasta la fecha sugieren que estos dos genes codifican
proteinas que interaccionan cooperando en un mismo
mecanismo molecular.

Tomados en conjunto, los datos epidemiol dgicos,
histoldgicos, clinicos y bioguimicos sugieren por tanto
que defectos en los genes BRCA1y BRCA2 anulan una
misma “funcion celular” y que la falta de esta “funcién
celular” facilita el desarrollo de tumores en e epitelio

18



Vol. 13.N.° 2, 1999

mamario independientemente de que gen en particular
esté mutado por viagerminal.

Aunque esta “funcion celular” , que sin duda tiene
que ver con la reparacion del DNA, alin no esté bien
definida , los datos experimentales comentados en esta
revisién indican que RAD51 y probablemente BARD1
también estan implicados en la misma. La pregunta es
inmediata. Si BRCA1, BRCA2 , RAD51 y BARD1
cooperan en el desarrollo de algun tipo de funcién celu-
lar y tanto BRCA1 como BRCA?2 son genes de suscep-
tibilidad al cancer de mama, ¢seran RAD51 y BARD1
también genes implicados en el desarrollo de este tipo
de cancer? Hastalafecha muy pocos datos apuntan en
esta direccion. Se ha descrito en cancer de mamala pér-
dida de heterozigosidad (LOH) en la region 15g15.1,
region donde mapea hRAD51 (Wick et a, 1996). Tam-
bién se ha descrito como €l bloqueo de la expresién del
gen BARDL1 en células epiteliares de mama en cultivo
causa claras ateraciones morfol 6gicas compatibles con
un estado de premaligmidad: forma celular alterada,
mayor tamafio celular, aparicion de células multinuclea
das y pérdida de la inhibicion del crecimiento celular
por contacto (Irminger-Finger et a, 1998). Sin duda son
necesarios mas estudios para poder determinar €l posi-
ble papel de estos genes en el desarrollo del cancer de
mama.

Todos los datos presentados en esta revision sugieren
gque BRCA1y BRCAZ2 desarrollan su “funcion celular”
ados niveles distintos. Uno, a estar implicados directa-
mente junto a RAD51 en procesos de recombinacion
asociados directamente a la reparacion del DNA y dos,
activando la expresion de genes supresores del ciclo
celular y proapoptaticos, 1os primeros con objeto de dar
oportunidad a la maguinaria reparador para que actle y
los segundos con objeto de hipersensibilizar las células
frente al proceso apoptético en caso de que la repara-
cién no pueda llevarse a término correctamente. Un
modo de explicar el limitado patrén de canceres atribui-
bles a estos genes (su alta especificidad) es suponer que
BRCA1y BRCAZ2 estan implicados en la reparacion de
los dafios producidos en el DNA por determinados car-
cinégenos cuyas dianas principales sean precisamente
los epitelios de mamay ovario. Dicho de otro modo, la
funcién celular desarrollada por BRCA1y BRCA2 s6lo
es Util para prevenir € desarrollo de tumores en estos
tgjidos.

Una posibilidad atrayente es la de que estos carcing-
genos sean los estrégenos, y més concretamente algu-
nos de los metabolitos generados en su catabolismo.
Numerosos datos sugieren que hay unarelacion directa
entre los niveles de estrégenos en sangre 'y el cancer de
mama. Una menarquia tempranay una menopausea tar -
dia son factores de riesgo para €l desarrollo del cancer
de mama (Hulka et al, 1995). Los habitos alimentarios
gue conducen a un aumento de estrogenos circulantes
parecen ser también factores de riesgo (Prentice et a,
1990; Hunter et a, 1996). En general, las mujeres con el
riego mas bajo, chinasy japonesas, son también las que
tienen los niveles de estrogenos en sangre mas bajos
(LOpez-Otin et al, 1998). El estudio ddl efecto carcino-
génico delos estrégenos se ha centrado preferentemente
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en su papel como promotor tumoral, papel que desarro-
Ilad interaccionar con el receptor de estrégenosy regu-
lar asi la expresion de numerosos factores de crecimien-
to que estimulan la proliferacion del epitelio mamario.
Sin embargo, se sabe que los estrégenos son, ademas,
agentes genotdxicos. La metabolizacion del 17b-estra
diol genera compuestos intermedios electréfilos que
forman enlaces covalentes con el nitrégeno N7 de las
guaninas presentes en €l DNA. La formacién de estos
aductos provoca una rotura de enlaces glicosidicos y
una pérdida de la base nitrogenada correspondiente
(Cavalieri et al, 1997). Por tanto los estrégenos, ademas
de comportatse como promotores tienen la posibidad de
actuar como iniciadores tumorales.

La familia de enzimas GST (Glutation S-transfera
sas) esta implicada en la eliminacion de numerosos
agentes electréfilos toxicos para las células (Daniel et
al, 1993). Individuos homaocigotos para mutaciones en
los genes GSTM1 y GSTT1 y ciertos aelos del gen
GSTP1 parecen estar asociados a un mayor riesgo de
desarrollar diversos tipos de cancer, muy especialmente
canceres de prostatay mama (Harries et al, 1997; Helzl-
souer et al, 1998). Ademas, € promotor del gen GSTP1
esta frecuentemente hipermetilado en tumores esporadi-
cos de mamayy prostata, reprimiéndose en consecuencia
suexpresion (Leeet al, 1994; Esteller et a, 1998). Estos
datos sugieren que, efectivamente, los estrégenos son
agentes genotdxicos para las células del epitelio mama-
rio, y que un modo por €l que estas células se protegen
es mediante la actividad destoxificante de GSTP1. Es
razonable pensar que las células del epitelio mamario
posean, ademés, mecanismos especializados en reparar
los dafios que se puedan producir en el DNA a pesar de
esta accion destoxificante. BRCA1 y BRCA2 podrian
estar precisamente implicados en este proceso. Es inte-
resante sefialar que los estrégenos son regul adores posi-
tivos de la expresién del gen BRCA1 (Gudas et d,
1995) lo que, en este modelo, aseguraria que en presen-
cia de estrégenos se activasen |os mecanismos de repa-
racion de los dafios producidos por los mismos en €l
DNA.

Esta posible funcién para BRCA1 y BRCA2 (esque-
matizada en el modelo de lafigura 3) no sblo explicaria
razonablemente bien el espectro de tumores alos que se
asocian estos genes, también explicaria por que no pare-
cen tener un papel relevante en formas esporédicas de
estos mismos tumores a entrar directamente en el con-
cepto de genes caretakers (Kinzler and Vogelstein,
1997), genes cuya inactivacién no estd directamente
implicada en el desarrollo de los tumores pero hace més
probable su inicio a aumentar la inestabilidad genética
(Kinzler and Vogelstein, 1997).

El papel de p53 como gen supresor en tumores espo-
rédicos esta profusamente descrito en numerosas revi-
siones. En general las mutaciones de p53 son un evento
tardio (por tanto no directamente implicado en €l inicio
del proceso) y estan asociadas a ma prondstico. El
papel de p53 como gen de susceptibilidad es mucho
menos conocido. En € caso del cancer de mama fami-
liar, es posible que en las mujeres portadoras de un alelo
de p53 mutado, la adquisicion somética de una muta-
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Fig. 3. Modelo propuesto para explicar la susceptibilidad genética a desarrollar cancer de mama: El diagrama indica € doble
papel de los estrégenos como iniciadores y promotores tumorales. Estos compuestos son capaces de activar la expresion de
BRCAL y probablemente la de BRCA2 puesto que numerosos estudios indican que la expresién de estos dos genes esta perfecta -
mente coordinada. En este modelo se propone que el complejo multiproteico BRCAL/BRCA2/RAD51/BARD1 estd implicado en la

reparacion de los dafios producidos en el DNA por compuestos el ectr &fil os procedentes del catabolismo delos estrégenos. Ademas
BRCA1 (y quizas BRCA2 aunque su papel como regulador transcripcional no esta claro) modula la accion de diversos factores de
transcripcion provocando un cambio de la expresion génica que detiene la progresion del ciclo celular (y da por tanto oportunidad

a gue se reparen los dafios del DNA) o induce apoptosis. Probablemente BRCAL regule la expresion de numerosos genes. En

esquema se indica su papel como coactivador de pS3 y STAT activando la expresion de p21 'y bax y su papel como correpresor de
cMyc (un oncogen frecuentemente sobreexpresado en cancer de mama) reprimiendo la expresion de genes sin definir implicados
en proliferacion. El papel del gen ATM es completamente especulativo y se indica en lineas discontinuas. Los experimentos que
sugieren todas estas relaciones se detallan en el texto. El color gris claro sefiala proteinas o rutas implicadas en supresion tumo -
ral. El color gris obscuro indica proteinas o rutas implicadas en desarrollo tumoral.

cion en e segundo alelo provocase € mismo defecto
funcional que una mutacion en los genes BRCAlo
BRCA2 ya que cémo se ha comentado en esta revision
p53 estaimplicado en la misma ruta de sefializacion que
BRCAly BRCA y de hecho BRCA1ly BRCAZ2 directa-
mente actlan sobre p53. Siguiendo con el modelo pro-
puesto (figura 3), las mutaciones en p53 también reduci-
rian la eficacia con la que las células dd epitelio
mamario reparan los dafios producidos en el DNA por
los estrégenos. Por supuesto, € hecho de que esté muta-
do p53 va a tener ademés otras implicaciones que no
tienen los genes BRCA1 y BRCA2 y estara probable-
mente asociado a peor prondstico.

A pesar de |os pocos datos gque se tienen sobre € gen
ATM, el hecho de que esté también implicado en repa-
racion del DNA y module a p53 podriaindicar que tam-
bién incide en el mismo mecanismo causante de suscep-
tibilidad.

Por contra, el papel del gen PTEN/MMACL parece
ser completamente distinto, no esta relacionado con
reparacion del DNA y esta implicado en muy diversos

procesos tumoral es, tanto esporadicos como asociados a
sindromes familiares lo que sugiere que su funcién no
esté ligada a un proceso molecular particular del cancer
de mama.

Respecto a la susceptibilidad a desarrollar cancer de
mama que puedan conferir alelos particulares de la
region VNTR en 3" del gen HRASL apenas existen
datos epidemiol6gicos y no existe ninglin dato bioqui-
mico por lo que no es posible si quiera aventurar el
mecanismo por el cual pudieran estar implicados en esta
susceptibilidad.

Finalmente, en un articulo que ha revisado los cono-
cimientos actuales sobre genes de susceptibilidad y can
cer de mama. parece necesario comentar los datos
recientes sobre el posible papel profiléctico del tamoxi-
feno en este tipo de tumores. Los resultados prelimi-
nares del Breast Cancer Prevention Trial (BCTP,
NSABP-P1) indicando una reduccion del 45% en la
incidencia del cancer de mama en mujeres a las que se
les administré tamoxifeno de modo profiléctico en prin-
cipio abre una esperanza a las mujeres sanas portadoras
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de una copia de uno de estos genes de susceptibilidad
defectuosa y en consecuencia incrementa la utilidad
préctica de detectar mutaciones en dichos genes. Sin
embargo hay que ser enormemente cauto a este respec-
to. Los estudios citados, por evidentes dificultades téc-
nicas, no se han centrado en el subgrupo de mujeres
portadoras de mutaciones en los genes de susceptibili-
dad, probablemente el grupo de mujeres que a priori
mayor beneficio obtendria de este tipo de tratamientos
profilacticos. Un estudio centrado en este subgrupo que
confirmase los resultados del BCTP seria de extraordi-
nario interés, teniendo en cuenta ademas que existen
razones para pensar que la eficacia preventivadel tamo-
xifeno en estos casos pudiera ser menor. Asi, un estudio
semejante a del BCTP, aunque realizado con un niime-
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Alteraciones genéticas en € cancer colorrectal

T.CALDESLLOPIS

Laboratorio de Inmunologia y Oncologia Molecular. Hospital Universitario San Carlos Madrid

El cancer colorrecta es la segunda enfermedad
maligna diagnosticada més frecuentemente, y constitu-
ye la segunda causa més comin de muerte por cancer en
€l mundo occidental. Como minimo un 5% de |a pobla
cion desarrollara un tumor colorrectal, pudiéndose
incrementar este nimero debido a aumento de expecta-
tiva de vida. Por otro lado si consideramos |os tumores
colorrectales no malignos se puede decir que esta afec-
tada un tercio de la poblacion (1-3).

Armitage y Dall (4), propusieron que el cancer se
producia como resultado de la acumulacién de diferen-
tes alteraciones. Hoy en dia se sabe que en el proceso
tumorogénico intervienen una serie de genes que regu-
lan positiva (oncogenes) y negativamente (genes supre-
sores) €l ciclo celular y otros genes que intervienen en
los mecanismos de reparacion del ADN (genes mutado-
res). Las alteraciones en la expresion o en la estructura
de estos genes, de manera hereditaria 0 somatica, pro-
ducen una perturbacién del crecimiento celular.

GENETICA MOLECULAR DEL CANCER COLORRECTAL

Desde € punto de vista de genéticamolecular, un neo-
plasma se puede considerar como una proliferacion clo-
nal de células caracterizada por un crecimiento autbnomo
de una alteracién genética heredada que posteriormente
adquiere otra alteracion genética somética (fig. 1).

En el cancer colorrectal, se produce una progresion
del tgjido normal a Adenomay de este a un Carcinoma
invasivo, debido a la acumulacion de expansiones clo-
nales de una serie de alteraciones genéticas (5,6), nece-
sitandose a menos cinco ateraciones soméaticas para
Ilegar a ese fenotipo invasivo (7). La acumulacion de
estas ateraciones genéticas en e epitelio coldnico
requiere algunos afios, nhormalmente décadas, y esto
esta de acuerdo con la edad media de los pacientes diag-
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Fig. 1. Evolucion clonal de las células tumorales. Una célula
normal sufre una mutacion y esta le confiere una ventaja en €l
crecimiento. Con el tiempo este clon se expande y una de las
células hijas adquiere otra mutacion , que le produce una
ventaja adicional de crecimiento, la repeticion ciclica de esta
alteracion produce la aparicion de un tumor. KinZer KWy
Vogelstein B (61).

nosticados de cancer colorrectal que suele ser alrededor
de los setenta afios (fig. 2). Resumiendo, se puede decir
gue las alteraciones que confieren ventajas proliferati-
vas sobre una célula especifica que va a dar lugar a un
cancer colorrectal y a otros canceres, ocurren entre tres
clases de genes:

—Proto-oncogenes, 1os cuales cuando estén mutados
se transforman en oncogenes y actllan promocionando
el crecimiento celular (tablal).

—Genes supresores de tumores, los cuales cuando
estan mutados pierden su regulacion de la proliferacion
celular (tablal).
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Periodo de secuencia en el adenoma-carcinoma

Fig. 2. Modelo genético de la tumorogénesis colorrectal. Secuencia de epitelio normal, epitelio hiperproliferativo, adenoma, carci -
noma y metastasis, en la cual van apareciendo las distintas alteraciones genéticas. El acimulo de dichas alteraciones conduce a la
malignidad celular . Tosibara'y Seisenger (62).

TABLA |
GENES IMPLICADOS EN LA CARCINOGENESIS COLORRECTAL

GEN CROMOSOMA  PRESENCIA TIPO FUNCION COMENTARIOS
%

k-RAS 12P12 30-40 oncogén Transtluccion de sefiales Mutaciones puntuales

Ciclinas Varios 4 oncogén Regulan ciclo celular Sobreexpresion

Neuwher2 i 4 oncogeén Receptor factor de crecimiento  Amplificacion

Myc 8 60 oncogén Regulaciclo celular Sobreexpresion

Nm23H1 w - Gen supresor Inhibe metéstasis Sobreexpresion

Nm23H2 i} - Gen supresor Inhibe metéstasis Sobreexpresion

APC 5021 60 Gen supresor Adhesidn celular Pérdida heterozigosidad
Mutaciones

DCC 1821 70 Gen supresor Adhesion celular Pérdlida heterozigosidad

P53 17p13.1 70 Gen supresor Parael ciclo celular en G1 Mutacion germinal
Mutacion puntua

P27 — — Gen supresor Regulador ciclo celular Pérdida de expresion

Bax 19Q13 50 en MMP+ Gen gpoptosis Inducir apaptosis Mutaciones

TGF-bRII P2 15en MMP+ Gen supresor Transdluccion de sefiales Mutaciones

hMSH2 222 60 Gen susceptibilided Reparacion del ADN Mutacion germinal HNPCC

hMLH1 3p21 30 Gen susceptibilidad Reparacion del ADN Mutacion germinal HNPCC

hPMS1 2q31-33 0-5 Gen suscentibilidad Reparacion del ADN Mutacién germind HNPCC

hPMS2 22 05 Gen suscentibilidad Reparacion del ADN Mutacion germinal HNPCC

MMP = céancer colorrectal de fenotipo mutador de microsatélites; HNPCC = cancer colorrectal hereditario de tipo no polipésico

26



Vol. 13.N.°2, 1999

—Genes reparadores del ADN, los cuales cuando
estdn mutados se ateran |os mecanismos de asegurar la
fidelidad en lareplicacion del ADN, produciendo muta-
CIONES en proto-oncogenes y en genes supresores de
tumores (tablal).

ONCOGENES

Los oncogenes fueron los primeros genes que se
encontraron alterados en el cancer (8). Codifican para
proteinas que estan implicadas en el crecimiento y la
diferenciacion celular. Entre los mecanismos que acti-
van |os Proto-oncogenes estén las mutaciones puntuales
( K-ras, N-ras, H-ras), la amplificacion génica (C-myc)
o la translocacién cromosomica (ber/abl). Todas desre-
gulan la expresion génica y producen una proteina con
su funcién aterada. Aparte del encogen K-ras pocos
oncogenes se han visto implicados en el cancer colo-
rrectal. Un porcentaje pequefio de tumores colorrectales
muestran mutaciones en Myc, Myb o Neu (9). Indepen-
dientemente de las mutaciones puntual es, otro mecanis-
mo por € cua se activan los Proto-oncogenes es por un
aumento de su expresion. En el cancer colorrectal se
han detectado sobreexpresion de C-myc, C-myb, C-
erb2/neuy deciclinasD y E.

MUTACIONES PUNTUALES

L os oncogenes Ras estédn implicados en el 40% de
los tumores colorrectales. La mayoria de las mutacio-
nes (90%) se producen en K- ras, en los codones 12 y
13 , siendo minimala proporcién encontrada en el
codon 61, estas mutaciones son monoalélicas y apare-
cen pronto en el proceso tumorogénico colorrectal,
aumentando su frecuencia entre | os estadios de adeno-
ma temprano y adenoma intermedio y manteniéndose
su incidencia en adenomas tardios y en los carcino-
mas (10,11). Este oncogén codifica para una proteina
G de 21 kilodaltons, la cual estaimplicada en meca-
nismos de transduccién de sefiales a través de la mem-
brana. Las mutaciones en el oncogén K-ras, producen
una proteina que se encuentra en estado activo (estado
GTP).Esta proteina activa estimula continuamente los
mecanismos de transduccion de sefiales envueltos en
ladivision celular (12).

AMPLIFICACION GENICA

La amplificacion especifica de regiones pequefias
del genoma (amplificacién génica) activa oncogenes
en cierto tipo de tumores. En el cancer colorrectal es
muy raro que se produzca amplificacién de genes
especificos. Se han descrito casos aislados de ampli-
ficacion génica de Myb (13), C-myc (14), Neu (15)
y ciclinas (16). Los céanceres colorrectales con
amplificacion génica no se diferencian en su histo-
logiay comportamiento de otros tumores colorrec-
tales.
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METILACION DEL ADN

La Unica modificacion covalente conocida en €
ADN de células normales de mamiferos ocurre en la
citosina en posicion 5 de los dinucledtidos 5'-CG-3'.
Estos dinucledtidos estdn metilados en el 80% de las
células sométicas y dicha metilacién esta implicada en
€l control de laexpresion génicay condensacion cromo-
somica (17). Enlacarcinogénesis colorrectal se produce
una hipometilacién del genoma, siendo este un hecho
temprano que ha sido observado a menudo en adenomas
pequefios (18). También ha sido observada una hiper-
metilacion (19). A pesar de que las causas asi como los
efectos de estas diferencias en la metilacion no han sido
explicadas hasta e momento, S se piensa que estos
cambios tienen un efecto significante en la biologia de
la célula tumoral. Por gemplo una metilacion aterada
podria en parte permitir la expresién de genes que en
condiciones normal es estén silenciosos, como es el caso
de las proteinasas, genes necesarios para la invasion
celular, estos genes no se expresan normamente en el
epitelio colorrectal, pero podrian expresarse si se altera
ra la metilacion. Alternativamente ha sido demostrado
experimentalmente que una metilacién reducida del
ADN puede producir una condensacion cromosomica
aberrante (20), esto conduciria a una segregacion cro-
mosdmica anormal. Las pérdidas cromosdmicas son
uno de los mecanismos més comunes de inactivacion de
genes supresores.

GENES SUPRESORES

En la carcinogénesis colorrectal, hay que destacar la
gran importancia que tienen los genes supresores (tabla
). Lafuncion de estos genes esladeinhibir laprolifera
cién celular. Mientras los oncogenes actlian de manera
dominante, ya que la alteracion de un Unico aelo es
suficiente para producir la transformacion celular, los
genes supresores son de caracter recesivo, yaque la pér-
dida de funcién de estos genes necesita la inactivacion
de ambos aelos, la cual suele producirse por una muta
cién o por unadelecion, o bien por ambas alteraciones.

El concepto de gen supresor , proviene de la hip6te-
sis de Knudson sobre el desarrollo del Retinoblastoma
(21) para é se necesitaba que los dos aelos del gen
estuvieran mutados parainactivar €l geny que se produ-
jerael tumor Retinoblastoma. Un aelo se hereda muta
doy € otro adquiere una mutacion somética.

La primera evidencia molecular del papel de los
genes supresores en la tumorogénesis colorrectal viene
del estudio de las pérdidas alélicas (22,23). Los genes
supresores pueden ser inactivados por diferentes meca-
nismos, mutaciones puntuales, deleciones, reordena
mientos. La comparacién de los alelos presentes en €l
tejido tumoral con respecto a los del tejido normal per-
mite la identificacion de deleciones como pérdidas de
heterozigosidad (LOH).

El estudio de LOH en tumores colorrectales mostro
gue los cromosomas implicados més frecuentemente
eran 5q, 8p, 17p, y 18q, (24) en los cuales se encontrd
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una pérdida de 36%, 50%, 73% Yy 75% de los casos res-
pectivamente (fig. 3). Esta pérdida frecuente en deter-
minados cromosomas, se ha aceptado como un paso
previo en la inactivacion de los genes supresores de
tumores localizados en esos cromosomas (25).

Hasta la fecha han sido localizados |os genes supre-
sores localizados en los cromosomas 5q € gen APC, en
17p el gen P53y en el 18q el gen DCC.

'J..|H,.| il 1]

Fig. 3. Pérdidas de heterozigosidad en 56 tumores colorrec -
tales para los diferentes cromosomas . Las pérdidas alélicas
estan expresadas en % (61).

CROMOSOMA 5Q: GEN APC

Se han encontrado pérdidas aélicas del cromosoma
5q en e 20 al 50% de los tumores colorrectales, depen-
diendo de la regién cromosdmica ensayada (22, 26).
Esta pérdida ocurre tanto en los tumores benignos
pequefios como en los tumores malignos . Se puede
decir que la inactivacién del gen supresor en € cromo-
soma 5g, es un hecho temprano en la carcinogénesis
colorrectal (fig. 2). Por otro lado, se vio por estudios
citogenéticos , que los pacientes con poliposis adeno-
matosa presentaban una delecién en € cromosoma 5q,
encontrandose mas tarde en estas familias un ligamiento
comun en la region 5g21. Cuatro genes fueron mapea-
dosen estaregion : MCC, TB2, SRP18 y APC (27, 28).

El gen APC se encuentra mutado en la Poliposis
Familiar Adenomatosa (29, 30) y en los tumores colo-
rrectales esporadicos (29 ). La mayoria de las mutacio-
nes producen una proteina truncada y estén localizadas
en laprimeramitad del Ultimo exon.

El gen APC se debe utilizar como factor diagnostico
de la Poliposis Familiar Adenomatosa, pero este gen
también es importante en los tumores colorrectales
esporadicos (31), ya que e 60% de estos tumores pre-
sentan mutaciones en este gen. Las mutaciones en este
gen al igual que las pérdidas de heterozigosidad del cro-
mosoma 5q, ocurren a principio del proceso carcinogé-
nico. Se encuentra el mismo porcentaje de mutaciones
de este gen tanto en tumores benignos (63%) como en
los malignos (60%), este hecho es diferente al que ocu-
rre en otros genes como Ras, P53 0 DCC, en los cuales
su frecuencia aumenta con la progresion del tumor.

REev. CANCER

Aunque esta claro que e gen APC, tiene un papel en
laFAPY en los tumores esporadicos, sin embargo hasta
la fecha muchas de sus funciones no estén claras. Se
puede decir que e gen APC controla el crecimiento
celular por distintos mecanismos, entre ellos estan: a) la
regulacion de la adhesion celular, b) € mantenimiento
de laactinay microtubulo componentes del citoesquele-
toy c) procesamiento de multiples mecanismos de sefia-
lizacién celular incluyendo a agquellos envueltos en la
progresion del ciclo celular y en la apoptosis.

GEN MCC

El gen MCC, estd mutado en el cancer colorrectal, y
fue clonado durante la identificacién de los genes del
locus 5021. Este gen esta proximo a gen APC y se
encuentra delecionado en las mismas alteraciones gené-
ticas que producen las pérdidas aélicas en € locus de
APC. Sin embargo la significacion de estas deleciones
no estén claras (27). El gen MCC, codifica para una
proteina de 829 aminoéacidos, su secuencia a igua que
la proteina APC tiene una similitud con la miosina y
otras proteinas filamentosas. MCC tiene También una
pequefia homol ogia con la region m3MAChR que regu-
la el acoplamiento a las proteinas G. Estas observacio-
nes hacen pensar que MCC y APC, podrian funcionar
enlamismavia

GEN P53

El gen p53,se encuentra localizado en el cromosoma
17p21, siendo el gen supresor méas ampliamente impli-
cado en casi todos los tumores humanos (32). Se havis-
to que las pérdidas a élicas localizadas en 17p estén aso-
ciadas con las mutaciones puntuales de p53. Estas
pérdidas alélicas son infrecuentes en los adenomas. Sin
embargo aparecen en un 70% de los carcinomas, por 1o
cud la pérdida de funcion del gen p53, se asocia a la
transicion de un adenoma benigno a carcinoma (33). En
las neoplasias colorrectales clasificadas segin estadio,
se ha visto también que las pérdidas alélicas del cromo-
soma 17p, son més frecuentes en los carcinomas avan-
zados, estando dicha pérdida asociada a la diseminacién
tumoral (34). Por lo tanto en ciertas neoplasias, la inac-
tivacion del gen p53 puede estar implicada en la progre-
sién més que en la transformacion tumoral. La mutacion
puntual del gen p53 se ha descrito aproximadamente en
el 30-40% de los carcinomas colorrectales (35), aungque
estas cifras varian de unos autores a otros. Con frecuen-
cia esta mutacion dalugar a una proteina de mayor estar
bilidad, que se acumula en los nlcleos de la célula
maligna y puede detectarse por ensayos inmunohisto-
guimicos. En las células normales la proteina es practi-
camente indetectable por los métodos convencionales
ya que su vida media es muy corta. En e cancer de
colon se detecta una sobreexpresion de p53 en un 40-
70% de los tumores (36). Recientemente se han hecho
estudios en los que se correlaciona la sobreexpresién de
la proteina con las mutaciones, habiéndose comprobado
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gue no siempre que la proteina esta sobreexpresada es
debido a que existan mutaciones en el gen (37, 38). El
valor prondstico de p53 varia de unos autores a otros,
encontrandose por lo general menor supervivencia en
aquellos pacientes con sobreexpresion de la proteina o
con mutaciones puntuales en el gen (39)

Las funciones bioquimicas de la proteina p53 son
hoy por hoy objeto de estudio. Una de estas funcio-
nes, con importancia claraen la supresion tumoral, es
la habilidad de unirse a secuencias especificas de
ADN vy activar latranscripcién de genes, es decir su
funcion como factor transcripcional. P53 transactiva
la expresion de un gen supresor del ciclo celular deno-
minado p21. Lainduccién del dafio de ADN en la
células, por diversos mecanismos, produce acumula-
cion de p53, y detiene el ciclo celular en G1. En este
periodo se efectla la reparacion del ADN o bien la
célula se destruye mediante apoptosis. En un modelo
propuesto por Lane (40), las células tumorales en las
que p53 estéa inactivada no pueden acceder ala deten-
cion en G1. Por tal motivo se ha propuesto que estas
células son genéticamente menos estables y tienen
una mayor propension a acumular lesiones genéticas,
dando lugar a clones malignos que crecen continua-
mente. De esta forma se ha propuesto que p53 actlia
como “guardian del genoma” controlando la integri-
dad del mismo. Si esto es asi |as alteraciones del gen
p53 determinarian el comportamiento clinico anato-
mopatol égico y bioldgico de las neoplasias colorrec-
tales, siendo de gran repercusion sobre el tratamiento
y prondstico clinico.

GEN P27

Estudios muy recientes muestran la implicacion de
otro gen supresor , € gen p27, en los mecanismos de la
carcinogénesis. Loday col (41), estudiaron la expresion
de p27 en 149 carcinomas colorrectales , encontrando
gue los pacientes que expresaban p27 tenian una super-
vivencia media de 151 meses, mientras que los pacien-
tes con baja expresion o sin expresion la supervivencia
media erade 69 meses. En €l estudio multivariable estos
mismos autores encontraron que p27 es un factor pro-
nostico independiente. La pérdida de p27 se asocia con
mal prondstico, encontrdndose un riesgo relativo de
muerte de 2,9 (p=0,003). La ausencia de p27 es un
poderoso marcador prondstico negativo en € cancer
colorrectal y particularmente en pacientes con estadio
I1, por lo tanto, su estudio podria ayudar a seleccionar
los pacientes en los cuales seria beneficioso una terapia
adjuvante.

DCC Y OTROS GENES LOCALIZADOSEN EL CROMOSOMA 18

Estudios citogenéticos del cancer colorrectal revela
ron la existencia de pérdidas de heterozigosidad en el
cromosoma 18. Posteriormente se localizaron estas pér -
didas en el brazo largo de este cromosoma en la region
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18g21. Aproximadamente entre un 60-80% de los cén-
ceres colorrectales presentan pérdidas alélicas en este
cromosoma (26). El gen DCC se clond en esaregion y
€s un gene supresor (42).

El gen DCC, produce una proteina que tiene unagran
homologia estructural con las moléculas de adhesién
celular. Por inmunohistoguimica se ha visto expresion
de la proteina DCC en los granulos intracelulares de
mucina en el epitelio del estdmago y en la superficie
luminal de la célula (43). La relacion entre mutaciones
en e gen DCC y la pérdida de heterozigosidad en €l
cromosoma 18, no es tan directa como la existente entre
las pérdidas de heterozigosidad en € 17p y mutaciones
en p53 o las de 5q y € gen APC. Estudios recientes
muestran la presencia de otros genes supresores en la
region cromosomal 18921, entre ellos el MADR2 y €
DPC4 que estan localizados en el mecanismo de sefiali-
zacion del TGF-b.

MECANISMO DE SENALIZACION DEL TGF-b

A lasuperfamilia de TGF-b pertenecen proteinas con
distintas funciones biol égicas entre ellas estén € control
del crecimiento y la diferenciacién celular, la morfolo-
gia embrionaria y la inmunidad. La sefializacion del
TGF-b envuelve la union al receptor tipo |l (TGF-b
RII), la heterodimerizacion del TGF-bRII con €l recep-
tor tipo | y la posterior fosforilacién. La sefializacion del
TGF-b inhibe el crecimiento de los tejidos epiteliales
(44, 45).

Recientemente se ha visto en tumores colorrectales
de pacientes HNPCC (cancer de colon de tipo heredita-
rio no polipdsico) la presencia de mutaciones en €
TGF-bRII, produciéndose unainhibicién de |a sefializa-
cién del TGF-b. Esto es cierto también en tumores colo-
rrectales esporadicos que presentan inestabilidad a
microsatélites (46). La mayoria de estos tumores, mues-
tran inactivacion de ambos alelos por la existencia de
mutaciones que cambian el marco de lectura, produ-
ciéndose una proteina truncada. Mutaciones que tienen
como resultado la pérdida de funcién de TGF-bRII han
sido encontradas en aproximadamente un 15% de los
tumores colorrectales (47).

Los genes DPC4 y MADR2 se encuentran mutados
en un porcentaje pequefio de |os canceres colorrecta-
les. Sin embargo en un estudio hecho en adenocar-
cinoma de pancreas, se encontré que el 48% de ellos
presentaban deleciones homozigotas del gen DPC4
(48).

En estudios hechos por distintos autores se ha visto
inactivacion del camino del TGF-b, por TGF-bRII,
DPC4 0 MADR2 en una proporcion sustancial de tumo-
res colorrectales.

MODELO MOLECULAR DE LA CARCINOGENESIS
COLORRECTAL

Las mutaciones que ocurren en genes tumorales
pueden venir inducidas por factores externos, del
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ambiente o por errores espontaneos que se producen
durante lareplicacion del ADN. La mayoria de las
células cancerosas, comparten una inestabilidad
gendmica. El cancer colorrectal puede inducirse a
través de dos vias moleculares, la via supresoray la
via mutadora (fig. 4). Pues bien, cada via presenta
una inestabilidad genémica caracteristica. A la via
supresora, le acompafia unainestabilidad cromosémi-
ca; alaviamutadora, unainestabilidad a microsatéli-
tes. Lainestabilidad cromosdmica se manifiesta en el
desarrollo de tumores con aneuploidiay pérdidas fre-
cuentes de heterozigosidad (L OH) en multiples locus,
asi como mutaciones gque activan oncogenes e inacti-
van o bloquean genes supresores. En e cancer de
colon, el oncogén Rasy los genes supresores APC y

REev. CANCER

de inestabilidad genémica define alos tumores de la
via mutadora, que son mayoritariamente diploides o
pseudoploides. Ademés se observa en €ellos una
ausencia de mutaciones de | os genes alterados habi-
tualmente en los tumores de la via supresora como
APC, RASy p53. Larry Loeb (49) fue el padrede la
idea del fenotipo mutador, la propuso para explicar la
presencia en células tumorales de un nimero de
mutaciones superior del que se podria atribuir ala
frecuencia espontanea de mutaciones de las células
normales. Para Loeb, € cancer solo se manifiesta
cuando una célula adquiere capacidad de generar
mutaciones con una frecuencia muy superior que las
células normales, es decir expresa un fenotipo muta-
dor (50).

A partir de 1991, Manuel Perucho empez6 a estu-
diar la inestabilidad cromosdémica en tumores de
colon mediante el método de impresién de la huella
dactilar (fingerprinting) (fig. 5), permitiendoles
investigar e grado de aneuploidia de los tumores
(51). Por otro lado, al secuenciar las bandas que pre-
sentaban movilidad alterada, les permitié detectar
deleciones sométicas de unos pocos nucledtidos.
Estas deleciones, sucedian siempre en repeticiones
monotonas de desoxiadenosinas en las terminaciones
poly A de las secuencias repetidas de dinuclettidos

Fig. 4. Vias moleculares en la oncogénesis colorrectal . El

modelo de Knudson se muestra en el caso de cancer de colon

dela via supresora clasica. En este modelo se necesita quelos
dos alelos del gen supresor esten mutados para que se pro -
duzca el cancer. La via mutadora sigue un proceso similar,

mediante la inactivacion mutacional de los dos alelos muta -
dores. El grosor de las flechas refleja el aumento gradual de
la probabilidad de producirse otras mutaciones en genes que
se encuentran mas abajo en la secuencia de la cadena onco -
génica. M. Perucho (51).

p53 son los prototipos. Pertenecen a este grupo el
80% de los cénceres de colon de tipo esporadico (sin
precedentes familiares) y los hereditarios de la
poliposis familiar.

La mayoria de los tumores de colon hereditarios
no polipdsicos, asi como el 15% de | os esporéadicos
manifiestan inestabilidad a microsatélites. Este tipo

|| i et

Fig. 5. Impresion de huellas dactilares de ADN de tejido nor -
mal (N) y tumoral (T) de pacientes de cancer colorrectal. Los
cuantitativos detectados en las huellas dactilares son diag -
nosticos de la inestabilidad cromosdmica caracteristica de la
via supresora. Los cambios cualitativos son debidos a la ines -
tabilidad en secuencias repetidas y se producen en la via
mutadora del cancer del fenotipo mutador de microsatélites.

P y G representan pérdidas y ganancias de secuencias geno -
micas respectivamente. D significa delecciones intragénicas
sométicas. Perucho M (51).
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y trinucledtidos. Puesto que e fendbmeno aparecia
con cebadores diferentes, cabia suponer una tasa
altisima de mutaciones en dichos tumores, |levando
esto a pensar que la maquinaria de reparacion del
ADN se hallaba profundamente averiada. Es decir
gue las mutaciones en microsatélites eran conse-
cuencia de otras mutaciones en otros genes que codi-
ficaban factores esenciales para mantener la fideli-
dad de replicacion de dichas secuencias. Una vez
mutado, el gen en cuestion promovia la aparicion de
muchas mutaciones mas en el genoma. A estas muta-
ciones M. Perucho las Ilama mutaciones mutadoras
(52, 53).

La comparacion de las caracteristicas de |os tumo-
res con mutaciones en microsatélites frente alos tumo-
res sin mutaciones en estas secuencias revelo diferen-
cias en el genotipo, como por ejemplo una asociacion
negativa con mutaciones en el oncogén K-rasy en el
gen supresor p53. Las alteraciones en microsatélites
manifestaban, pues la existencia de una via molecular
de oncogénesis distinta de la via tomada por la mayo-
ria de los canceres de colon (acumular maltiples alte-
raciones genéticas, entre ellas mutaciones de K-rasy
p53).

Lavia mutadora es muy similar alavia supresora
Aquella sigue también el modelo de los dos episodios
mutacional es propuesto hace mas de 20 afios por A.
Knudson (54), para Knudson el cancer solo se mani-
fiesta cuando sufren mutaciones los dos aelos del
mismo gen (estudio hecho en el Retinoblastoma); esta
hipétesis se ha generalizado con éxito a otros tipos de
canceres, entre ellos el colorrectal de lavia supresora
y hoy se puede decir que también para el de lavia
mutadora , ya que las mutaciones mutadoras se deben
producir en los dos alelos del mismo gen mutador
(fig. 4).

El fenotipo mutador de microsatélites tiene una pre-
disposicion hereditaria, relacionandose este como la
manifestacion molecular del sindrome de cancer here-
ditario de colon no polipésico /HNPCC). Se han iden-
tificado algunas mutaciones mutadoras en |os genes
gue intervienen en lareparacion del ADN. Los prime-
ros genes mutadores que se aislaron fueron el MSH2
(55, 56) y el MLH1 (57, 58). Lainestabilidad a micro-
satélites asociada a mutaciones en estos genes o en
otros genes mutadores que todavia no se han identifi-
cado , se utiliza hoy en dia como criterio diagnéstico
en los tumores del sindrome de Cancer Colorrectal
Hereditario no Polipdsico (HNPCC) y en el cancer de
estdmago y endometrio. Se prevé que alo largo de
este afio aparezcan mas de 100.000 casos nuevos de
cancer del fenotipo mutador de microsatélites en todo
€l mundo.

En el 50% de los tumores de colon y en el 65% de
los tumores de estdmago del fenotipo mutador de
microsatélites (MMP), se han encontrado mutaciones
en la secuencia repetida de 8 desoxiguanosinas (G)8
en laregién codificante del gen Bax. El gen Bax tiene
un papel fundamental en los procesos de apoptosis.
Bax esta en equilibrio con Bcl2 y cuando este se rom-
pe, aumentan los niveles intracelulares de la proteina
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Bax, entonces la célula se suicida, por tanto las muta-
ciones inactivadoras del gen Bax impiden la apoptosis.
El fenotipo mutador de microsatélites, se va manifes-
tando poco a poco en un proceso en el que se vaeje-
cutando la inactivacion sucesiva de genes mutadores.
Esto se debe a la existencia en los genes mutadores
como MSH3, MSH6 y otros todavia por descubrir, de
secuencias repetidas en sus regiones codificantes, pro-
duciéndose en ellas mutaciones, estas mutaciones se
generan por la existencia de un fenotipo mutador pre-
vio. Es decir, un mutador muta a otro mutador. La
inactivacion de MLH1 por una mutacién, genera un
nivel de inestabilidad. Esta inestabilidad genémica
conduce a mutaciones mutadoras secundarias en
MSH3 y MSH6. Se acelera asi la acumulacion de
mutaciones en los genes tumorales que impulsan la
tumorogénesis.

El gen del receptor del factor transformante beta
tipo Il (TGF-bRII) y el gen pro-apoptético Bax (59,
60) fueron los primeros genes tumorales cuya muta-
cion se atribuyé al fenotipo mutador de microsatéli-
tes. Estas mutaciones no existen en los tumores de la
via supresora.

Como resumen se puede decir que en el cancer de
colon hay dos inestabilidades genémicas distintas .
Una es lainestabilidad de microsatélites y la otra es
una alteracion profunda del balance cromosémico.
A cadatipo de inestabilidad e corresponde una via
molecular diferente; por un lado los tumores pseu-
dodiploides con inestabilidad a microsatélites de la
via mutadoray, por otro los tumores aneuploides de
la via supresora. Ambos tipos de tumores manifies-
tan diferencias en su fenotipo. Por ejemplo, en sus
manifestaciones clinicas, los tumores del fenotipo
mutador de mucrosatélites son en general menos
agresivos y tienen mejor prondstico que los tumores
de la via supresora. Por otro lado es importante
resaltar que, los tumores de las dos vais no se pue-
den distinguir por el andlisis microscopico tradicio-
na de histopatologia. Estas diferencias entre los
tumores de una viay otra se deben alas diferencias
en los genes tumorales involucrados (61). EI camino
gue conduce a cancer es sumamente complicado
por la enorme complejidad del genoma humano y de
|os mecanismos de proteccion de la pérdida del con-
trol de la proliferacion celular. Pero unavez que se
produce una alteracion, la sucesion de otras altera-
ciones gendmicas son en cierta medida irremedia-
bles.

Hoy en dia es posible hacer andlisis molecula-
res alas familias de alto riesgo de padecer can-
cer de colon (HNPCC y FAP), pudiéndoseles
ofrecer a los portadores de una mutacién un con-
sejo genético.

Por dltimo es de esperar que el estudio de los genes
implicados en € céncer y sus consecuencias bioldgicas
podra conducir a un mejor conocimiento de los meca
nismos que intervienen en el desarrollo de la enferme-
dad y contribuira por tanto al desarrollo de nuevos
agentes quimioterapéuticos.
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A pesar de los avances ocurridos en los Ultimos afios
en el tratamiento del cancer colorrectal (CCR), con €l
aumento del diagndstico de estos tumores en estadios
més precoces asi como la aparicion de nuevos farmacos
para el tratamiento de la enfermedad avanzada, dicha
patol ogia es |a segunda causa de muerte por cancer en la
actualidad en los paises desarrollados; anualmente se
producen 131000 nuevos casos de CCR en los Estados
Unidos (1), y aproximadamente lamitad de ellos acaban
con la vida de los pacientes. Estos datos han animado a
distintos grupos de investigadores ha valorar la posibili-
dad de localizar individuos de ato riesgo de padecer
esta enfermedad por su historia familiar, con la inten-
cién de prevenir, 0 a menos diagnosticar de manera
precoz, la presencia de este cancer u otros relacionados
con €l. De igual manera, €l conocimiento de la biologia
de los canceres heredofamiliares aporta datos de gran
interés que se pueden aplicar con éxito a los tumores
esporadicos que, no debemos olvidar, son la amplia
mayoria de las neoplasias que se diagnostican a diario
(aproximadamente el 80-90% de todos los CCR perte-
necen a este grupo).

A pesar de que los porcentajes sobre laincidencia de
CCR hereditario nos puedan parecer desechables, si
observamos los datos en cifras absolutas, arededor de
10000 nuevos casos van a ser diagnosticados anua mern-
te en un pais como Estados Unidos; sin embargo, esta-
mos hablando de un grupo de poblacion en la que no
nos interesan solo los pacientes sino que los individuos
sanos de familias de alto riesgo son también objeto y
nucleo de estudio, ya que es sobre ellos donde podre-
mos realizar unalabor de profilaxis més til; si tenemos
en cuenta que en cada familia de riesgo puede haber
varios miembros con mutaciones germinales que les
predispongan a padecer esta enfermedad, podremos
decir que estamos ante un problema sanitario y socia de
gran importancia.

HISTORIA FAMILIAR

Lahistoriafamiliar es, sin lugar a dudas, el factor
de riesgo mas comun en CCR (2). El riesgo de pade-
cer CCR se multiplica por 2-3 veces en individuos
sanos que presentan uno o més familiares en primer
grado con esta enfermedad; si €l nimero de familia-
res afectos es mayor, este riesgo puede incrementarse
hasta ser de 4-6 veces por encima del de la poblacién
general (que en la actualidad, en |os paises desarro-
llados, es del 4-5%). Esta asociacion entre CCR e
historia familiar se incrementa cuando la edad de
aparicion es precoz o hay altaincidencia de CCR en
colon proximal (3).

SINDROMES HEREDITARIOS EN CCR

Existen varios cuadros hereditarios en los que el
CCR es la patologia princeps; de ellos los més
importantes, tanto por su repercusion social como
por el nimero de individuos a los que puede afec-
tar, son la poliposis adenomatosa familiar (FAP) y
el sindrome de Lynch o cancer de colon hereditario
no poliposico (HNPCC). Enumeraremos a conti-
nuacion estos sindromes haciendo una breve des-
cripcion de los mismos, centrdndonos posterior-
mente en las dos entidades comentadas con
anterioridad (Figura 1).

1) Sindrome de Peutz-Jeghers

Es una enfermedad de transmision autosdémica
dominante, cuyo origen parece producirse en la
mutacion germinal de un gen denominado STK11,
localizado en el cromosoma 19p13.3 (4). El cuadro
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Fig. 1. Sindromes heredofamiliares en CCR.

clinico se caracteriza por la presencia de pdlipos
hamartomatosos en el tracto gastrointestinal, incre-
mento en la frecuencia de neoplasias en dicho apara-
to, maculas melanociticas mucocuténeas periorifi-
ciales y aparicion de un tipo especial de cancer de
ovario como es el originado en los cordones sexua-
les. Se considera que la frecuencia de cancer en este
sindrome es 18 veces mayor que en la poblacién
general (5). Lynchy cols (6) recomiendan larealiza-
Cci6n de screening en estos individuos mediante sig-
moidoscopia y test de sangre oculta en heces,
comenzando en la segunda década de la vida; de
igual manera aconsejan la realizacién de endosco-
pias digestivas altas y bajas cada 3 afos, siendo obli-
gada la reseccion de los pélipos que puedan aparecer
al estudiar el tracto gastrointestinal. Se debe consi-
derar la posibilidad de realizar una colectomia subto-
tal profilacticasi la aparicién de demasiados p6lipos
y con caracteristicas adenomatosas dificultan el con-
trol endoscoépico de los mismos.

2) Poliposis juvenil familiar

Es una enfermedad autosdémica dominante, en la que
se locaizan pdlipos hamartomatosos en todo el colon,
pero que también se pueden observar en estémago e
intestino delgado. La aparicion de pdlipos juveniles de
manera aislada no tiene una mayor incidencia de CCR
pero lavariante familiar si predispone alosindividuos a
padecer este tipo de cancer. Un dato que nos debe aler-
tar en un joven de la posibilidad de padecer este sindro-
me es la presencia de diarreas frecuentes, que en ocasio-
nes pueden ser severas. La alteracion molecular
causante de este sindrome parece encontrarase en €l gen
PTEN. Es conceniente iniciar la realizacion de colo-
noscopias a la edad de 10-12 afios, valorando la posibi-
lidad de proceder a una colectomia subtotal profiléctica
cuando el nimero de polipos sea demasiado alto como
para manejarlos endoscopicamente. El consegjo genético
se debe redlizar a los adolescentes, pero también a sus
padres.
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3) Otros sindromes relacionados

El CCR de Burt y los polipos adenomatosos col6 -
nicos en pequefia cantidad son otros cuadros que se
puede englobar en este grupo. Tienen una herencia
autosémica dominante y en € estudio endoscépico del
colon encontramos un nimero moderado de pdlipos
adenomatosos. La incidencia de CCR esta aumentada
en relacion ala poblacion general, pero laedad de apari-
cion es la misma que en €l resto de los individuos. Se
recomienda la realizacion de sigmoidoscopia cada 3
anos, inicidndolas ala edad de 40 afios.

Otro cuadro incluible en este apartado es el del CCR
familiar, en e que podrian estar implicados varios fac-
tores y la presencia de genes de baja penetrancia. El
riesgo de padecer CCR se multiplica por 3 en estosindi-
viduos . Tanto la edad de aparicién, como el nimero de
pdlipos como la localizacion del tumor primario en €l
colon estaria en relacion con laincidenciay frecuencias
normales observadas en la poblacion general. Se acon-
sejarealizar una colonoscopiainicia alos 35 afios, repi-
téndola cada 3 afios

Por dltimo, incluiremos en este grupo lacolitis ulcero -
sa familiar y la enfermedad de Crohn, cuyo patrén here-
ditario es desconocido en la actualidad aunque hay datos
gue apuntan ala posibilidad de que sea un trastorno auto-
sdmico dominante. Se caracteriza por la presencia de
pseudopdlipos en colon asi como la presencia de CCR
y/o linfomas del tracto gastrointestinal; otras alteraciones
clinicas no tumorales que podemos observar en estos
individuosincluyen artritis, colangitis esclerosante, pio-
derma gangrenoso, eritemas anulares, etc. Se recomienda
larealizacion de colonoscopia completa anua en pacien-
tes con pancolitis de més de 8 afios de duracién. Se debe
considerar laposibilidad de realizar una colectomia sub-
total profilactica en pacientes con displasia de alto grado
persistente en lamucosadel colon, y en el caso de calitis
ulcerosa, realizar una colectomia completa

POLIPOSIS FAMILIAR ADENOMATOSA

La poliposis familiar adenomatosa (FAP) acontece
en un 1% de todos los CCR. La historia de esta enfer-
medad parece comenzar en 1861 cuando se describio €
primer caso de lo que podria haber sido una FAP (7);
desde entonces se han ido afiadiendo nuevos datos a
este sindrome, 1o que ha permitido un mejor conaoci-
miento de su cuadro clinico, pronéstico, tratamiento vy,
en los casos en que es posible, prevencion. En la década
delos 80, Herreray cols. (8) consiguen localizar € cro-
mosoma donde se puede encontrar € gen responsable
de estaenfermedad (5021-22), y es 1991 cuando se con-
sigue clonar el gen APC (9,10), cuya mutacién da lugar
aeste sindrome.

Esta enfermedad presenta un patrén de herencia
autosomi ca dominante con expresion variable, que afec-
taal de cada 7000 individuos. El gen APC, cuya muta-
¢ion es causante de esta enfermedad, presenta una pene-
trancia mayor del 90% y parece estar implicado en
procesos apoptéticos.



70 P. PEREZ SEGURA ET AL

La caracteristica clinica fundamental de este sindro-
me es la presencia de cientos de pélipos en colon en
individuos en la 23-32 década de la vida. Sin embargo,
no es ésta la Unica caracteristica clinica de este sindro-
me; podemos encontrar pdlipos adenomatosos en todo
d tracto gastrointestinal, quistes cutédneos, adenomas
suprarrenales, osteomas de mandibula, tumores desmoi-
des, hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la
retina (CHRPE) vy, por Ultimo, carcinomas de colon,
periampulares, papilar de tiroides, sarcomas y tumores
en SNC.

No todas las mutaciones en APC van a dar lugar al
mismo fenotipo, ni el mismo fenotipo viene dado siem-
pre por e mismo genotipo (11,12). Esto sugiere que,
|6gicamente, debe haber otros factores que modifiquen
la expresion de este gen cuando se atera. Existe una
variedad atenuada de FAP, también conocida como
AFAP, la cual se caracteriza por |a presencia de adeno-
mas en colon, pero de predominio proximal y en menor
cantidad que en FAP clésico, asi como de pdlipos en
otros lugares del tracto digestivo, CCR y de ampolla de
Water, pero no se observa ninguna de las otras entida-
des clinicas que comentamos se podian objetivar en la
FAP. Si nos centramos en la localizacion de las muta
ciones en el seno del gen APC podemos concluir que las
mutaciones localizadas més proximales a extremo 5
en el gen APC van adar lugar a esta forma atenuada de
FAP, mientras que las que aparezcan més distales a
dicho extremo produciran el cuadro clinico clasico (13).
Otro dato de interés ya no solo clinico, sino de cara a
organizar el seguimiento de estos pacientes, es larela-
cion entre mutaciones concretas y cuadros clinicos
caracteristicos; Caspari y cols (14) objetivaron que los
individuos gque presentaban mutaciones en los codon
gue van del 463 a 1387 presentaban regularmente
CHRPE, mientras que las mutaciones que iban del 136
a 302 6 del 1445 & 1578 no presentaban esta enferme-
dad. De igual manera se pudo comprobar que la presen-
cia de mutaciones en los codon que van del 1445 a
1578 predispone a estos pacientes a padecer osteomas
de mandibula y/o tumores desmoides.

La posibilidad de desarrollar CCR en los individuos
afectos por este sindrome es del 100% a la edad de 40
afios, s o se ponen en funcionamiento una serie de
normas tanto de seguimiento como terapéuticas para
evitarlo. El proceso por € cual estos pacientes acaban
desarrollando CCR a edades tan precoces parece claro:
laalteracion de un gen "gatekeeper”, como es APC, per-
mite que se formen cientos, miles, de pdlipos. Dada la
gran cantidad de los mismos, la probabilidad de que uno
de ellos degenere |o suficiente como para convertirse en
CCR es muy alta. Por lo tanto, podriamos decir que lo
gue ocurre en estos pacientes es una produccion acele-
rada de adenomas pero con una velocidad de degenera-
cion neopléasica normal (todo lo contrario de lo que
comentaremos a hablar de HNPCC, donde lo que se
produce es una aceleracion en € proceso degenerativo
de un adenoma).

&Y como podemos detectar una mutacion en € gen
APC? La mayoria de los grupos localizan las mutacio-
nes del gen APC mediante un test de truncamiento de
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proteina (PTT). Estatécnica detecta un 80%-85% de las
mutaciones (15), por lo que casi un 20% de individuos
con mutaciones no van a ser detectados mediante estas
determinaciones (este dato es importante a la hora de
organizar el seguimiento de estos sujetos como comen-
taremos posteriormente). Alrededor de un tercio de las
familias con FAP van a presentar mutaciones de novo,
lo que quiere decir que una de cada tres familias con
este sindrome no va a presentar historia familiar tipica
gue nos ayude a diagnosticar esta enfermedad; por 1o
tanto, la posibilidad de disponer de una técnica de diag-
nostico molecular como es la determinacion del trunca-
miento de proteina en € gen APC, nos va a permitir
localizar individuos sin aparente historia familiar de
FAP pero con cuadro clinico sugerente, dandonos la
opcion de prevenir lo que seria, sin lugar a dudas, un
final tragico para el individuoy otros familiares.

Larealizacion de una Consulta de Consgjo Genético
en un individuo con caracteristicas clinicas sugerentes
de FAP debe seguir una mecénica prefijaday exhausti-
va. Este proceso conlleva una serie de pasos a realizar
obligatoriamente.

1) Consulta pretest

En esta primera visita, la cual puede (y debe) durar
entre 1y 2 horas, debemos informar a probando y sus
padres de | os siguientes puntos. qué es este sindrome, su
cuadro clinico, su historia natural, su prevencion, su tra-
tamiento; cdmo se determinan |las ateraciones molecu-
lares, aclarando la posibilidad de falsos negativos y fal-
sos positivos; la posibilidad de afectacion de otros
familiares; de las repercusiones fisicas, psiquicas, socia
les, éticas y legales que puede tener el resultado de
dicha prueba; de las implicaciones que tendria un resul-
tado positivo o negativo, tanto a nivel médico como
psicoldgico. En este Ultimo apartado es interesante dete
nerse un momento paravalorar laincidencia de respues-
tas emocionales de todo tipo en los individuos alos que
se realiza esta prueba, en funcion del resultado obtenido
en e estudio de mutaciones (no debemos olvidar que
estamos tratando con jévenes o sujetos sanos a los que
se les comunica la posibilidad de padecer una enferme-
dad grave, y que hasta ese momento no habian tenido
conciencia de esa situacion); s el resultado es positivo,
es decir, se localiza una mutacion en e gen APC, los
sujetos pueden reaccionar de manera positiva enten-
diendo que se les da la posibilidad de prevenir una
enfermedad mortal en un porcentgje ato de los casos
mediante un seguimiento concreto e, incluso, larealiza-
cioén de cirugia profil&ctica; ademas, intentara que otros
elementos de su familia se realicen dicha determinacién
con €l fin de que también se beneficien de esas manio-
bras de seguimiento. Entre las reacciones negativas
encontramos rabia, impotencia, desmoralizacién, ansie-
dad, preocupacién sobre lo que pensaran los demas,
temor a la enfermedad, a la muerte o a los tratamientos
gue puedan alterar su forma de vida actual, preocupa-
cion por sus hijos o generaciones venideras, sensacion
de culpabilidad en los padres por pensar que han trans-
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mitido a sus hijos una enfermedad, visién de la enfer-
medad como un "castigo divino" por algo malo que
hicieron y que tendran que pagar sus descendientes,
miedo a la pérdida del puesto de trabajo o problemas
con las compariias aseguradoras (esta situacion no se
contempla en la actualidad en Europa pero si en otros
paises, y es necesario que se legisle esta posibilidad
para evitar problemas que pueden aparecer en poco
tiempo), dejadez y pérdida de ilusion en jovenes sobre
su futuro tanto personal como familiar, etc. Si el resulta-
do es negativo (no mutacion), la mayoria de |l as reaccio-
nes son positivas: descarga de la ansiedad, alegria por
no tener mas riesgo que la poblacion general de padecer
CCR, tranquilidad de que sus hijos no estan afectos, etc;
entre las reacciones negativas la mas frecuente es €l
sentimiento de culpabilidad del sujeto cuyo resultado ha
sido negativo ("superviviente culpable") en el seno de
unafamilia con test positivo lo que puede conllevar una
situacion de automarginacion por no poder acompariar
a resto de sus parientes en la situacién que se esta desa
rrollando.

Es obligado explicar a los individuos que se realizan
esta prueba que un resultado negativo (siemprey cuan-
do tengamos otros parientes en estudio que hayan obte-
nido resultados positivos) no les confiere una sobrepro-
teccion a desarrollar CCR, sino que presentan una
posibilidad igual a resto de la poblacion de padecer
dicha enfermedad.

Cuando se les ha explicado todos estos puntos a los
sujetos candidatos a realizarse un test de mutaciones en
APC, y estamos seguros de que han comprendido per-
fectamente los mismos, pasamos a la parte mas impor-
tante de la Consulta de Consgjo Genético, que atafieala
realizacion de una historia familiar amplia 'y detallada
sobre los antecedentes tumorales (tipo de tumor, locali-
zacion, edad de aparicion, edad de fallecimiento, histo-
ria de poliposis) y no tumorales (trastornos visuales,
€tc); es necesaria, en la medida de lo posible, la confir-
macion de estos datos mediante informe clinico-patol 6-
gico o por contacto directo con los médicos que trataron
adichos sujetos.

Tras la realizacion de esta historia familiar, s cree-
mos que el sujeto candidato arealizarse €l estudio mole-
cular podria beneficiarse del mismo, debemos ofrecerle
un ejemplar del Consentimiento Informado para que lo
firme, antes de realizar cualquier otra maniobra. La
Asociacion Americana de Oncologia Clinica (ASCO)
publicd en 1996 (16) los principios que debe reunir todo
consentimiento informado utilizado en consejo genéti-
co, los cualesincluyen:

1.- Informacion especifica sobre €l test que se va a
realizar.

2.- Implicaciones de un resultado positivo o negati-
VO.

3.- Posibilidad de que €l test no seainformativo.

4.- Opciones de estimacion del riesgo sin redlizar test
genético.

5.- Riesgo de transmitir la enfermedad alos hijos.

6.- Fiabilidad técnica de la prueba.

7.- Informacion sobre € test y €l consgjo genético.

8.- Riesgo de problemas psicol 6gicos.
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9..- Riesgo de discriminacion labora o en seguros.

10.- Confidencialidad de los resultados.

11.- Opciones y limitaciones de la vigilancia médica
tras lareaizacién de la prueba.

Cuando € sujeto ha firmado el consentimiento se
puede proceder entonces a la extraccién sanguinea
necesaria paralarealizacion del test.

Un tema controvertido eslarealizacién a menores de
edad de este tipo de pruebas (17,18). La mayoria de los
paises no permiten la realizacion de ningin tipo de
prueba de cara a un consgjo genético a menores de edad
(aunque sigue sin existir una legislacién concreta a este
respecto, como ya se comentd anteriormente); €l razo-
namiento para tomar esta decision es claro: por un lado
la persona no es legalmente independiente como para
tomar la decision de participar o no en larealizacion de
dichapruebay, por otro lado, en lamayoriade los casos
no se vaainiciar ninguna maniobra de screening o tra-
tamiento hasta que € sujeto no tenga 25 6 30 afios, por
lo que no se va a beneficiar en ese momento de ningln
estudio; ademas, la repercusiones psicol 0gicas que pue-
de conllevar larealizacion de este tipo de pruebas en un
adolescente pueden ser demoledoras, tanto para su futu-
ro profesional como personal. Sin embargo, la patologia
gue estamos tratando en este punto tiene la caracteristi-
ca de producirse en nifios o adolescentes, y es este gru-
po poblacional el que realmente se va a beneficiar de un
estudio de este tipo, por lo que es obligado incluir alos
nifios de entre 10 y 12 afios en este tipo de pruebas
cuando existan datos clinicos que nos hagan sospechar
gue nos encontramos ante una FAP (este mismo razona
miento se aplica a otros sindromes oncol 6gicos heredi-
tarios infantiles, como retinoblastoma, etc.).

2) Consulta posttest

Tras la obtencion del resultado del estudio de muta
ciones en & gen APC deberemos concertar una nueva
entrevista con los sujetos en estudio para la comunica-
cion de resultados. Este contacto nunca debe realizarse
por teléfono o por escrito sino que debe existir un con-
tacto directo con los individuos a la hora de comentar
dichos resultados. Es preferible que la comunicacion de
los resultados se realice por separado con cada sujeto, y
no con la familia a completo (19); sin embargo, en el
caso de los nifios, sus padres deben estar presentes en el
momento de la comunicacion de los resultados (no asi
al contrario). Estos se pueden clasificar en positivos (se
detecta una mutaci6n), negativos (no existe mutacion) o
no informativos (no podemos descartar la presencia o
no de mutaciones). En el momento de la comunicacion
de los datos debemos insistir en la importancia de que
todos | os datos que se comentaron en la consulta pretest
guedaron clarosy que no existe ninguna duda sobre nin-
guno de ellos. Se debe ofrecer alos sujetos y sus fami-
lias apoyo psicoldgico por parte de personal especiali-
zado y una serie de normas sobre las medidas que deben
tomar paraevitar, en lamedidadelo posible, € desarro-
llo de CCR (este punto se comentara ampliamente con
posterioridad).
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3) Seguimiento

En los sujetos en |os que hemos obtenido un resulta-
do positivo es obligada larealizacion de una consultade
seguimiento en 2 6 3 meses tras la comunicacion de los
resultados para cerciorarnos del cumplimiento de las
medidas recomendadas en la consulta posttest y para
valorar la situacion psicosocial en la que se encuentra.
De igual manera, en los individuos con test negativo es
conveniente realizar también esta visita para insistir en
su participacion en programas de screening de sujetos
de alto riesgo de padecer CCR, y vaorar la posibilidad
de alteraciones psicoldgicas o emocionales dentro del
ambito familiar en el que se desarrolla.

Tras haber comprobado que el sujeto en estudio pre-
senta una mutacion en el gen APC, ¢qué programa de
screening podemos recomendarle? ES necesario, desde
e primer momento, tratar con los nifios, poco a poco,de
gue en alglin momento deberan someterse a una colec-
tomia subtotal profiléctica, de manera que esta actitud
no altere en gran manera su forma de vida; deberemos
estar preparados para contestar multitud de preguntas
sobre el quiréfano, la técnica quirdrgica, € miedo alos
hospitales, etc. Mientras tanto, las medidas de screening
gue se recomiendan son las siguientes (20) (Figura 2):

1) En sujetos con mutacion en APC:

—Sigmoidoscopia basal entre los 10 y 12 afios (edad
ala que se recomienda realizar consejo genético), repi-
tiéndola anual mente.

—Endoscopia digestiva alta cada 1-3 afios, inician-
dolas cuando aparezcan pdlipos por primeravez.

—Rectoscopia anual tras colectomia subtotal profi-
l&ctica

—En el caso de FAP atenuada, se recomienda colo-
noscopia y endoscopia digestiva ata anualmente , ini-
cidndolas a la edad de 20 afios (edad a la que se reco-
miendarealizar consejo genético).

—En funcion de la localizacion de la mutacion, se
recomendara screening de otras patologias asociadas,
gue ya se comentaron previamente.

2) Test APC negativo:

—Sigmoidoscopia basal de inicio a los 18 afios, y
posteriormente alos 25 y 35 afios (si fuese negativa, no
sereglizarédn mas) (19).
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Fig. 2. Seguimiento de individuos con mutaciones en gen
APC.
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3) Test APC no realizado, en paciente de riesgo:

- Sigmoidoscopia basal anual, iniciandolas a los 10-
12 afios.

—En sujeto con riesgo de padecer FAP atenuado,
colonoscopia y endoscopia digestiva alta cada 2 afios,
iniciandolas alos 20 afios.

La utilizacién de la cirugia profiléctica es inevitable
en los sujetos en los que hemos encontrado una muta-
cion en e gen APC, ya que el 100% de €llos va a desa-
rrollar CCR arededor de los 40 afios. La técnica reco-
mendada es una colectomia subtotal con anastomosis
ileorectal baja; en algunos casos se puede redizar
mucosectomia rectal con anastomosisileoanal, en situa-
ciones en las que existan muchos poliposrectaleso s €l
seguimiento del recto restante va ser precario. Y, ¢cuérn
do decidimos redizar esta cirugia? En genera, esta
decision va a venir determinada por el nimero de pdli-
pos colorrectales y las caracteristicas de los mismos, y
no por el genotipo del sujeto. No debemos olvidar que
estos individuos son proclives a desarrollo de tumores
desmoides de predominio abdominal (tumores de gran
agresividad local), y que estas neoplasias se pueden ver
desencadenadas por un traumatismo quirdrgico, como
puede ser una colectomia profiléctica (21,22), por lo
gue deberemos tener en cuenta también este dato a la
horade valorar el momento idoneo paralacirugia

Un campo de gran interés en este grupo de pacientes
es el de la quimioprofilaxis, donde e uso de AINEs, y
especificamente los inhibidores de la COX-2, ha
demostrado la disminucion del nimero de pdlipos asi
como la posibilidad de degeneracién de los mismos,
tanto en poblacién general (23,24) como en la FAP
(25,26).

CANCER DE COLON HEREDITARIO NO POLIPOSICO
(HNPCC)

Cuando en 1895 €l patdlogo Aldred Warthin hablaba
con su joven y deprimida secretaria sobre el miedo de
ésta a morir de la misma enfermedad que el resto de su
familia (cancer digestivo o ginecoldgico) y a edad pre-
coz, poco sospechaba este patdlogo que iba a ser éstala
primera familia descrita (Familia G) afecta por € sin-
drome de Lynch (conocido ahora también como
HNPCC) (27). Aquella mujer fallecid, efectivamente,
por un cancer de endometrio, y desde entonces se han
sucedido las publicaciones de familias con ata densidad
de casos de cancer digestivo (casi siempre de colon)
asociados a otros tipos de neoplasias. (Figura 3)

En la actualidad se considera que entre un 5%-6% de
todos los CCR pertenecen a este sindrome aunque, pro-
bablemente, esta prevalencia esté infravalorada, ya que
se basa en criterios muy estrictos de seleccién de fami-
lias, como son los Criterios de Amsterdam, redactados
en 1991 (28): 1) Al menos tres parientes con CCR, sien-
do uno de ellos familiar en 1° grado de |os otros dos; 2)
Al menos dos generaciones sucesivas afectas; 3) Al
menos 1 paciente con CCR menor de 50 afios; 4)
Poliposis excluida. En la actualidad se considera que
estos criterios, con una utilidad exclusivamente investi-
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Fig. 3. Ejemplo de familia HNPCC (Familia CC-8 de la Unidad de Consejo Genético del Servicio de Oncologia Médica del HCSC
de Madrid). CCR: Cancer colorrectal; CE: Cancer endometrio; CM: Cancer mama. (72): Edad del diagndstico.

gacional, son demasiado restrictivos, y asi, en 1997, se
redactaron los Criterios de Bethesda, més en concor-
dancia con la redlidad de este sindrome; en ellos se
incluye la posibilidad de aparicion de otros tumores
relacionados con esta enfermedad, asi como la presen-
ciade adenomas: 1) Criterios de Amsterdam; 2) Pacien-
tes con 2 tumores relacionados con HNPCC (se comen-
taran mas adelante); 3) Pacientes con familiar en 1°
grado con cancer relacionado con HNPCC, uno de los
canceres antes de los 45 afios 0 adenoma antes de los
40; 4) Pacientes con CCR o endometrial menores de 45
afos, especialmente si es de colon derecho o histologia
tipica (también se comentard posteriormente); 5)
Pacientes con adenomas antes de |0s 40 afios.

L os estudios de ligamiento de familias con gran den-
sidad de tumores digestivos, ademés de otras neopla-
sias, dio lugar al descubrimiento de unos genes que se
conocian a nivel de levaduras y bacterias. los genes
reparadores de ADN (MMR). Estos genes, cuando esta-
ban mutados en estos cultivos daban lugar a una inci-
dencia de mutaciones en otros genes que podia llegar a
ser 700 veces mayor que en células normales; en el ser
humano se ha comprobado que esta cifra se puede ele-
var hasta 1000 (29).

La funcién de estos genes, como su nombre indica,
es lade reparar errores que se producen durante el pro-
cesamiento del ADN; entre ellos tenemos hMLH1
(30,31), h(MSH2 (32,33), PMSL1 (34), PMS2 (34) (entre
estos cuatro engloban € 70% de las mutaciones encon-
tradas en sujetos incluibles en HNPCC), hMSH6/GTBP
(de reciente descubrimiento (35)).

La mayoria (>90%) de los CCR en HNPCC presen-
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tan un fenotipo RER+, o0 lo que es 1o mismo, inestabili-
dad a microsatélites (36). Este aspecto confiere unas
caracteristicas especiales (37) a estos tumores como
son: predominio en colon proximal, pobre diferen-
ciacion histoldgica, alta incidencia de CCR metacroni-
co/sincrénico (la cual puede llegar a ser del 30% a los
10 afios tras cirugias limitadas y del 50% alos 15 afios)
(38,39), abundante produccién de mucina extracelular,
respuesta linfocitica tipo Crohn y mejor supervivencia.
Los tumores RER+ no son exclusividad del colon sino
gue en estas familias también se han encontrado carci-
nomas endometriales con este fenotipo (75%) (40).

Pero, ¢qué cuadro clinico caracteristico engloba
HNPCC? Se trata de un trastorno de herencia autosomi-
ca dominante de aparicion precoz de tumores malignos
(alrededor de los 40-45 afios), siendo € cancer princeps
e CCR, pero donde pueden aparecer neoplasias de otras
histologias y localizaciones. El riesgo de padecer CCR
en HNPCC es del 68% a 75% alos 65 afios.(42,43)

El CCR en este sindrome viene derivado, en la
mayoria de las ocasiones, de la malignizacion acelerada
de algiin adenoma; estos paci entes presentan un ndmero
similar de adenomas col6nicos en comparacion con la
poblacion general; 1o que ocurre es que éstos adquieren
el fenotipo mutador por la pérdida, mutacion o inactivar
cién del aelo savaje de alguno de los genes repara
doresdel ADN (el otro alelo ya estaba alterado desde la
concepcion del individuo), provocando la progresion a
carcinoma de una manera mucho maés rapida que en
otros individuos (44).

Como ya se ha comentado previamente, estos
pacientes parecen presentar un mejor prondstico en



74 P. PEREZ SEGURA ET AL

comparacién con los CCR esporédicos, un estudio
danés (41) comparaba la supervivencia de 108 pacien-
tes con HNPCC frente 870 con CCR esporadicos; la
supervivencia en el primer grupo fue 56% frente 30%
en el grupo de esporadicos; en los estadios localizados
no hubo diferencias entre ambos grupos pero en los
estadios con afectacion ganglionar existian diferencias
estadisticamente significativas (62% frente 39%). Otro
estudio de interés fue realizado por Percesepe y cols
(45) donde se comparé la supervivencia entre 85
pacientes con HNPCC frente 377 con CCR esporédico.
Se demostré diferencia estadisticamente significativa a
favor del primer grupo para la supervivencia a 5 afios
(55% frente 43%).

Pero no sdlo se observa un aumento de CCR en estas
familias; otros tumores frecuentes en este sindrome son:

—Cancer de endometrio: € riesgo acumulado de
padecer este tumor en HNPCC es del 30% al 39% alos
70 afios de edad (46) y, ademas, |la edad media de apari-
cion disminuye hasta 15 afios, pasando de los 65 afios a
los 45-50 arios;

—Cancer de estomago: existe una incidencia
aumentada de estas neoplasias, sobretodo en las prime-
ras familias descritas, aunque en estos momentos la
incidencia ha disminuido, probablemente en relacién
con la disminucién en la poblacion general; parece que
el tipo histoldgico mas frecuente es el intestinal (47);

—Cancer de intestino delgado: €l riesgo aumenta
hasta 25 veces sobre |a poblacién general;

—Cancer deviabiliar: se observaun 5% deriesgo en
esta poblacién;

—Cancer transicional de vias urinarias (uréter y
pelvis): alrededor de un 15% de riesgo en estos sujetos
(46);

—Cancer cutaneo: en el sindrome de Muir-Torre,
una variedad de HNPCC donde se han objetivado muta-
ciones en MSH2, existen adenomas 'y carcinomas sebéa
ceosy queratoacantomas multiples (48);

—Tumores cerebrales: existe un aumento en lainci-
dencia de glioblastomas multiformes en pacientes con
sindrome de Turcot (41);

—Cancer de ovario: existe unaincidencia aumenta
da en las mujeres con mutaciones en |0s genes repara-
doresde ADN (49);

—Cancer de mama: no presentan diferencias esta-
disticamente significativas sobre la incidencia de dicho
tumor en mujeres incluidas dentro de este sindrome,
pero parece que la edad de aparicion es més precoz (46).

—Otros canceres recogidos en este sindrome: sarco-
mas, carcinomas de laringe, pancreas, neoplasias hema-
tolégicas.

CONSEJO GENETICO EN HNPCC

El proceso a seguir en la Consulta de Consegjo Gené-
tico con los individuos con mutaciones en alguno de los
genes causantes de este sindrome es similar al comenta-
do previamente para la poliposis familiar adenomatosa.
Existen algunas diferencias que se comentan a conti-
nuacion:
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1) Laposibilidad de desarrollar CCR en estos sujetos
nunca llega a ser del 100%, de hecho, la probabilidad
acumulativa maxima ronda el 85% a la edad de 75-80
afos; por lo tanto, las medidas preventivas que podemos
ofrecer a estos individuos deberén ir en consonancia
con € beneficio terapéutico que puedan obtener.

2) Este tipo de tests diagnosticos no se redizardn a
sujetos menores de edad mientras no exista una legisla-
cién a respecto; esto es asi por dos motivos: por un
lado, la persona no es legalmente independiente para
decidir sobrelarealizacion o no de esta prueba, y menos
parafirmar el Consentimiento Informado; y por otro, las
medidas preventivas que podemos utilizar en sujetos
afectos de mutaciones en algunos de los genes MMR no
se empiezan aredlizar hasta los 25-30 afios, por lo que
una prueba de este tipo no les produciria ningun benefi -
Cio a este grupo poblacional y si podria alterar su situa-
cion psicosocial.

3) La edad media de apariciéon del CCR en este sin-
drome es més elevada que en FAP, por |o que nos ten-
dremos que enfrentar a otra serie de problemas psicol 6-
gicos y actitudes distintas a las que podemos encontrar
en la poblacién adolescente.

Y en la préctica, ¢qué pasos se siguen para decidir
gue individuos son de ato riesgo de padecer una muta-
cion en alguno de los genes responsables de HNPCC y,
en el caso de que aparezca dicha alteracién, qué reco-
mendaciones se pueden hacer?

En cuanto a la primera parte de la pregunta tenemos
dos opciones (Figura 4): por un lado, podemos recibir
en nuestra consulta un sujeto que reline claramente los
criterios de HNPCC descritos anteriormente (Criterios
de Amsterdam o Bethesda); en este caso, realizaremos
directamente e estudio de mutaciones en los genes
MMR. En el caso que este sujeto no cumpla ala perfec-
cion todos los criterios previos pero la historia familiar
nos permita sospechar que puede haber una relacion
oncolégica familiar tenemos dos opciones: s nuestro
laboratorio nos lo permite, realizaremos e estudio de
estas alteracionesigual que en el caso anterior (no debe-
mos olvidar que € estudio de estos genes es caro y muy
laborioso) o podemos hacer estudio de inestabilidad a
microsatélites para determinar si el tumor del sujeto en
estudio es RER+, lo que nos haria suponer que podria
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Fig. 4. Valoracién de la realizacién de estudio de mutaciones
en genes MMR en HNPCC.
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tener alguna mutacion en estos genes y pasariamos a su
estudio. En la actualidad se han aceptado dos maneras
de estudiar los tumores de estos pacientes para poder
llegar a la conclusion de que son RER+: por un lado
podemos estudiar 5 microsatélites concretos (BAT25,
BAT26, Mfd 15, D2S123 y D5S346) y, podremos
hablar de "alta inestabilidad" cuando haya més de un
microsatélite inestable, o de "bajainestabilidad”" cuando
solo haya uno; la otra opcion es e estudio de unos 30
microsatélites publicados en un panel de expertos en
Bethesda de manera que s existe inestabilidad en €l
30%-40% de los mismos podremos pensar que esa per-
sona puede tener alguna mutacién en uno de los genes
MMR vy proceder a estudio de los mismos.(50) En €
caso que tras redlizar dichos estudios no encontrasemos
ninguna mutacion, el sujeto en cuestion debera seguir
las Normas de Consenso sobre Screening en CCR de
individuos de riesgo.(51) En el caso de los individuos
en los que se ha encontrado alguna mutacion, tenemos
tres opciones: seguimiento, cirugiay quimioprofilaxis.

1) Seguimiento (51,52)

—Colonoscopia cada 1-3 afios (Inicio: 20-25 afios)

—Test de sangre oculta en heces anual (Inicio: 20-25
anos)

—Aspirado endometrial o eco transvaginal anual
(Inicio: 25 afios)

—Mamografiaanual (Inicio: 40 afios)

—Eco transvaginal/Doppler color y Ca 12.5 anual
(Inicio: 25-30 afios)

—Endoscopia ata (en los casos de familias con ata
incidencia de canceres gastricos y/o intestino delgado)

—Estudio de citologia y/o sangre en orina (en fami-
las con alta densidad de casos con tumores urol 4gi cos).

2) Cirugia profilactica

—Colectomia subtotal: estdindicada en todos losindi-
viduos con mutaciones conocidas en alguno de los genes
MMR, que vayan a ser intervenidos por la presencia de
CCR; en los sujetos que han sido intervenidos por CCR,
como profilaxis de aparicién de un segundo CCR; indivi-
duos que no van a poder redlizar € seguimiento recomen-
dado; y por ultimo, pacientes con multiples adenomas
(estaindicacion esta basada en la répida malignizacion de
los mismos en estos individuos, en la presencia de adeno-
mas planos o irregul aridades en la mucosa col6nica en
estos sujetos que pueden pasar desapercibidos a endos-
copistay que pueden degenerar en un CCR, asi como en
las dificultades técnicas que puede entrafiar una reseccion
endoscopica segura en algunos adenomas).

—Histerectomia y doble anexectomia: en el caso de
realizarse debe ser entre los 35-40 afios, ya que la edad
de las neoplasias ovéricas y endometriales se adelanta
en 15-20 afios en estas mujeres, respecto a la poblacion
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genera. Estariaindicada en mujeres que van a ser inter-
venidas por CCR y/o mujeres que no desean tener més
hijos.

3) Quimioprofilaxis: la recomendacién de llevar una
vida mas sana (mas gjercicio, dieta méas equilibrada, no
fumar, etc.) se presupone que se redliza en toda la
poblacion a través de campafias de educacion general,
colegios, etc.; sin embargo en estos sujetos puede ser de
especia interés ya que, hasta la fecha, no existen datos
claros de qué interrelacidn existe entre las ateraciones
genéticas comentadas previamente y factores exégenos
como ladietao el sedentarismo.

En e campo de los farmacos existen estudios con
antiinflamatorios no esteroideos (sobretodo los que
inhiben la ciclooxigenasa-2) que demuestran una dismi-
nucion de laincidencia de adenomas asi como de lapro-
gresion a CCR en la poblacién general (24,53), asi
como en individuos afectos por FAP (26,54).

CONCLUSION

En los ultimos afios | os avances moleculares nos han
permitido localizar individuos de alto riesgo de padecer
algunos tipos de canceres. Aungue el nimero de casos
de céncer familiar es minimo en comparacion con el
total de los tumores diagnosticados en el mundo anual-
mente, su repercusion socia estal que requiere un equi-
po de profesionales (médicos, investigadores basicos,
psicélogos, etc.) encargados exclusivamente de este
campo; no se trata solamente de extraer una muestra de
sangre y obtener un resultado que nos pueda indicar qué
persona tiene mas o0 menos riesgo de padecer un deter-
minado tipo de cancer; setrataen realidad de redlizar un
tipo de medicinaglobal en individuos enfermosy, lo que
€s quiza més importante, sanos, alos que debemos ofre-
cer un apoyo cientifico y psicolégico, en el ambito mas
amplio delapalabra. En un articulo publicado por Giar-
delloy colsen 1997 (55) se valoraba del usoy lainter-
pretacion que se hace de determinados tests genéticos,
en unaenfermedad como laFAP, mediante el andlisisde
mutaciones en el gen APC; & dato quiza més interesante
de este articulo era que solamente el 18.6% de los suje-
tos alos que se les habia realizado esta prueba habian
recibido consgjo genético pretest, que solamente €
16.9% habia recibido un consentimiento informado pre-
vio ala extraccién sanguineay, por Ultimo, que se habia
producido un error en lainterpretacion de los resultados
de esta prueba por parte del médico en un tercio de los
casos. Por lo tanto, es necesario que este tipo de medici-
na se realice en Unidades preparadas a tal efecto de
manera que se pueda asegurar €l maximo benefico para
|a poblacion con € minimo margen de error.
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Las citoquinas son, en general, proteinas de secre-
cion que se caracterizan por su funcion comdn como
sefialesintercelulares. A diferencia de las hormonas, las
citoquinas influyen las actividades celulares en gran
medida en medioambientes confinados, de una manera
autocrina 0 paracrina, y normalmente no consiguen
mantener niveles detectables en la circulacion. El pro-
greso de la biologia molecular ha permitido la identifi-
cacion, aislamiento y caracterizacion de los genes para
esta gran familia de proteinas asi como el de sus recep-
tores celulares. Entre los miembros de esta superfamilia
se incluyen las interleuquinas (IL; linfoquinas y mono-
quinas), interferones (IFN), las familia del Factor de
Necrosis Tumora (TNF), de las inmunoglobulinas,
algunas quimoquinas y ciertos factores de crecimiento
peptidicos. En general, |as citoquinas son glicoproteinas
de 100 a 200 residuos aminoacidicos. La mayoria de
ellas se traducen con un péptido sefial amino-terminal
que dirige a la cadena polipeptidica hacia € reticulo
endoplésmico para su posterior procesamiento y secre-
cion. Una vez liberadas a exterior celular, las citoqui-
nas se unen a receptores especificos de ata afinidad,
localizados en las membranas plasméticas de las células
diana. Esta union a su(s) receptor(es) confiere alas cito-
quinas su extremada potencia alin en un rango de con-
centraciones que oscila entre picomolar y nanomolar.
Tras la ocupacién del receptor, se desencadenan varias
sefiales intracelulares, como la activacion de proteina
quinasas, la regulacion de factores transcripcionales de
respuesta temprana y la sintesis de novo de proteinas
especificas. Estos eventos intracelulares median la sefial
extracelular de la citoquina en efectos biolégicos tales
como la proliferacion, diferenciacién celular, la quimo-
taxis, la secrecion de proteinas o la muerte celular por
apoptosis.

El avance en € estudio de los mecanismos de accion
de las citoquinas ha revelado que éstas moléculas com-

parten las caracteristicas de pleiotropia y redundancia.
Asi, si bien en un principio se pensd que cada citoquina
gjercia un efecto especifico en una determinada célula
diana, estudios posteriores han determinado que la
mayoria de las citoquinas exhiben un amplio espectro
de efectos biol6gicos sobre varios tgjidos y tipos celula
res. Un gjemplo de pleiotropia lo constituye la interleu-
quina-6 (IL-6), identificada en un principio como un
factor de diferenciacion de las células B para la induc-
cién terminal de su maduracién en células productoras
de anticuerpos; estudios posteriores revelaron su impli-
cacion no solo en € sistema inmune sino también en los
sistemas hematopoyético, endocrino, hepatico y neural.
Las citoquinas también funcionan de una forma redun-
dante, siendo varias las citoquinas que sobre un tipo
especifico celular pueden tener acciones semejantes.
Asi, no solo lalL-6 promueve la diferenciacion de célu-
las B en células productoras de anticuerpos sino tam-
bién lasinterleuquinas 2, 4y 5y € interferon-g (IFN-g),
entre otros. Otro gjemplo de redundancia bien caracteri-
zado lo constituyen el Factor Inhibidor de Leucemia
(LIF) eIL-6. Si bien ambas citoquinas y sus receptores
son distintos, son capaces de inducir de forma similar
proteinas de fase aguda en hepatocitos, la maduracion
de magacariocitos, la formacion de plaguetas, la activa-
Cién de osteoclastos y la resorcion 6sea (1,2). De forma
analoga, la mayoria de los procesos mencionados ante-
riormente también pueden ser activados por la Oncosta-
tinaM y lalL-11 (3-6). La redundancia de las citoqui-
nas se ha demostrado con la consecucion de animales
transgénicos donde se han anulado selectivamente la
expresion de citoquinas especificas; |os fenotipos de los
animales transgénicos suelen presentar caracteristicas
casi normales en la mayoria de los casos. El descubri-
miento de los mecanismos de accién de las citoquinas
ha permitido corroborar la redundancia de éstas protei-
nas en tipos celulares especificos, como se discutira
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mas adelante, algunas citoquinas comparten la caracte-
ristica de activar |as mismas proteinas implicadas en sus
rutas de transduccion de sefial.

En general, las rutas de transduccion activadas por
citoquinas no son especificas de €llas, ya que otras
moléculas como ciertas hormonas (Hormona de Creci-
miento, Prolactina, Eritropoyetina, Leptind) o ciertos
factores de crecimiento (Factor de crecimiento Epidér-
mico, EGF; Factor de Crecimiento Derivado de Plaque-
tas, PDGF) son capaces de generar respuestas similares
en tipos celulares especificos (7). De igual forma, rutas
de transduccién normalmente asociadas a factores de
crecimiento pueden también resultar activadas por cito-
quinas. Una caracteristica que comparten muchas cito-
quinas es laimplicacion de una proteina transductora de
membrana necesaria para la activacion de rutas de sefia
lizacion. Estas proteinas transductoras interaccionan
con €l receptor activado por ligando, lo cual conllevala
interaccion con otras proteinas implicadas en la ruta de
sefializacion. En este breve resumen destacaremos
aquellas rutas mayoritariamente asociadas a citoquinas,
las cuales se agruparan clasificadas por homologia de
sus receptores. Atendiendo ala homologia entre los dis-
tintos receptores de citoquinas, estos se han clasificado
en tres tipos generales. tipo |, tipo Il y familia del
TNF/NGF.

RECEPTORESDE TIPO|
Un gran nimero de citoquinas, denominadas en su

conjunto hematopoyetinas, se unen a receptores de tipo
|. Estos receptores comparten una serie de motivos con-
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servados en sus dominios extracelulares que consisten
en dos dominios tipo Il de fibronectina, de aproxima-
damente unos 100 amino&cidos cada uno (8). En €
dominio amino terminal del receptor existen 4 residuos
de cisteina con un espaciado en la secuencia caracteris-
tico, y e motivo WSXWS (Trp-Ser-X-Trp-Ser) que se
encuentraen unaregion que separalos dominiostipo 111
de fibronectinay estaimplicado en lainteraccion ligan-
do-receptor (Figura1).

A diferencia de los receptores con actividad tirosina
quinasa, los receptores de esta familia no tienen domi-
nio quinasa, presentando solo una ligera similitud entre
sus dominios citoplasméticos. A pesar de esto, la unién
de la citoquina a su receptor desencadena répidamente
procesos de fosforilacién de varios substratos celulares
asi como de los propios receptores, 1o cual es posible
gracias alainteraccion con los receptores activados por
ligando de proteinas con actividad tirosina quinasa.
Dentro de esta familia de receptores, |as citoquinas pue-
den a su vez clasificarse dependiendo del tipo de pro-
teina transductora que presenten. Asi, la familia gp130
se caracteriza por la interaccion de esta proteina
(gp130) con los receptores especificos paralL-6, 1L-11,
IL-12, LIF (factor inhibidor de la leucemia), OnM
(oncostatina M), CNTF (factor neurotréfico ciliar) y G-
CSF (factor estimulante de colonias de granulacitos). La
familia gp140 engloba a IL-3, IL-5 y GM-CSF (factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos).
Por dltimo, lafamilia y-C engloba alasinterleuquinas 2,
4,7,9,13y 15 (Figura 2).

La secuencia de eventos que suceden a la union del
ligando con el receptor implicade formasucesiva: (1) la
formacion del complejo citoquina-receptor-transductor,
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Fig. 1. Familias de receptores de citoquinas. C: cisteina, W: triptéfano, S serina.
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Fig. 2. Receptores de tipo | agrupados por €l tipo de proteina de membrana plasmatica transductora utilizada en la activacion de
rutasintracelulares. Los receptores para IL-6 y CNTF pueden encontrase en forma soluble.

(2) laactivacion de proteinas con actividad tirosina qui -
nasa, denominadas JAK (Janus Kinase), consistente en
la fosforilacion de forma cruzada de éstas proteinas
(autofosforilacion), (3) lafosforilacion de los receptores
por JAKs en determinados restos tirosing, creandose
sitios de reconocimiento para proteinas con dominios
SH2, (4) lainteraccion con el receptor de otras proteinas
con dominios SH2 (fundamentalmente proteinas STAT;
ver mas adelante), y (5) la fosforilacion y consecuente
activacion de estas proteinas STATSs por las JAK. Las
proteinas STATSs (Signal Transducer and Activators of
Transcription) activadas pueden formar homodimeros o
heterodimeros y translocarse al nacleo celular. Median-
te su unién a secuencias especificas de los promotores
génicos o hien mediante su interaccion con otros facto-
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res transcripcionales, pueden modular la expresion
génicadelacéluladiana(9-11).

La caracteristica comin de todas estas citoquinas es
su capacidad de activar a uno 0 mas miembros de la
familia de las JAK (Janus Kinase). Se conocen cuatro
quinasas en esta familias JAKL, JAK2, JAK3 y tyk2;
todas tienen actividad tirosina quinasay masas molares
comprendidas entre 125 y 135 kDa. Estas quinasas pre-
sentan unas caracteristicas estructurales comunes, pre-
sentando siete dominios conservados de entre los que
destacan dos dominios tirosina quinasas de los cuales
tan solo uno es funcional. La activacion de estas quina
sas por las citoquinas de tipo | suele ser dependiente de
la moléculatransductora; asi los miembros de la familia
gp140 activan a JAK2, los de la familia g-C activan a
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JAK1 y JAK3, mientras que los de la familia gp130
activan a JAK1, JAK2 y tyc2. Estudios més recientes
sugieren que la especificidad de la ruta de transduccion
activada por cada citoquinareside en e reconocimiento
por las proteinas STATSs de los restos fosfotirosina de
cada receptor. Por gjemplo, en linfocitos, STAT 4 reco-
noceria con mayor afinidad a receptor deIL-12y a de
IFN a (12), mientras que STAT 6 interaccionaria de
forma eficiente solo con los receptores de IL-4 0 I1L-13
(13, 14). Por € contrario, las proteinas STAT 1, 3, 5A y
5B pueden resultar activadas por gran variedad de
ligandos.

Lafosforilacion del receptor permite la interaccion
de éste con otras proteinas, ademas de las STATS, que
contengan dominios SH2, como es el caso de Shc, pro-
teina adaptadora, que tras su asociacion con GRB2
esta implicada en la activacién de Ras, que puede a su
vez activar larutade las MAPK (15). Otras proteinas
gue pueden ser activadas, a través de sus dominios
SH2, por los receptores de citoquinas son la subunidad
reguladora de la enzima fosfatidil-inositol 3-quinasa
(16) y la fosfatasa de células hematopoyéticas HSP
(17,18). De igual forma, algunos receptores de citoqui-
nas pueden interaccionar con otras proteina quinasas
como Lyn, Lck o Fyn, parael caso del receptor de IL-
2(19),

Por su parte, las proteinas STAT al fosforilarse pue-
den homo- o heterodimerizar y translocarse a nucleo
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donde, tras el reconocimiento de elementos de respuesta
especificos, pueden modular latranscripcion génica. En
la actualidad se han clonado 7 proteinas distintas con
elevada homologia entre ellas. Estan compuestas por
aproximadamente 800 aminoacidos y presentan una
serie de dominios invariables. dominio de unién d
ADN, dominio de dimerizacién, dominio SH2, dominio
SH3. Algunas ademés (STAT-1) presentan la capacidad
de interaccion con proteinas coactivadoras de la trans-
cripcion del tipo CBP/p300. Todas las proteinas STAT
presentan proximo a extremo carboxilo terminal un
resto de tirosina susceptible de fosforilacion por las pro-
teinas JAK. Lafosforilacién de dicho residuo creaen €l
mondmero STAT un sitio de reconocimiento SH2 que
puede ser reconocido por otra proteina STAT para la
formacion de homo- o heterodimeros, los cuales son
competentes para interaccionar con los elementos de
respuestaen el ADN.

Un gemplo de este tipo de activacion mdltiple lo
supone la fosforilacion de STAT 3 en células T, donde
lainteraccion de IL-2 con su receptor controla la pro-
gresion delafase G1 a S, laexpansion clona y la dife-
renciacion funcional. La interacciéon de IL-2 con sus
receptores supone la activacion de JAK1y JAK3y la
consecuente fosforilacion de STAT3 en su residuo Tyr-
705 (Figura 3). Por otra parte, lafosforilacion del recep-
tor de IL-2 (cadena b) favorece su interaccién con Shcy
la consecuente activacion de Ras, que conduce alafos-

TCR

Fig. 3. Convergencia derutas en la regulacion de STAT3 en células T. Ver texto para méas detalles.
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forilacion de STAT3 en su residuo Ser-727, proceso
mediado por las ERKs (Extracellular Regulated Kina-
ses). Esta segunda ruta que lleva a la fosforilacion del
residuo de serina también puede desencadenarse por el
receptor delacélulaT (TCR) (20).

RECEPTORESDE TIPO Il

Los interferones se clasificaron inicialmente por el
tipo de célula productora como interferones de leucoci-
tos, de fibroblastos o inmunes. La nomenclatura actual
se basa principalmente en su secuencia; y asi designa a
los interferones de leucocitos como IFN-a e IFN-w, a
los de fibroblastos como IFN-b y alos de tipo inmune
como IFN-g En humanos, hay a menos 18 genes no
alélicos de interferon-a, de los cuales cuatro de ellos
son pseudogenes, y a menos 6 de IFN-w (cinco de ellos
pseudogenes). Estos genes, junto con € anico gen IFN-
b forman un grupo en € brazo corto del cromosoma 9y
se caracterizan por laausencia de intrones. El Unico gen
de IFN-g presenta 3 intrones y se localiza en el cromo-
soma 12, siendo producido Unicamente por linfocitos,
células Ty NK (21). LosIFNs a y b comparten &l mis-
mo tipo de receptor mientras que los IFN g presentan un
receptor especifico. El tltimo componente de esta fami-
lia lo constituye la IL-10. Al igual que las citoquinas
nombradas en el apartado anterior, los IFNsy lalL-10
modulan sus principales efectos a través de la activa-
cién de JAK, siendo dicha activacidn también selectiva,
yaque IFN a/b activan preferentemente JAK1 y tyc2,
IFNg activaa JAK1y JAK2 eIL-10 activaatyc2.

Las proteinas de la familia de los IRF, tales como
IRF2 (22), ICSBP (23), e ICSAT (24), seunen alos ele-
mentos de respuesta a interferén y regulan de forma
negativa la expresion de los genes asociados. Estos
represores pueden ayudar a prevenir la expresion de los
genes estimulados por interferdn en la ausencia de sefia
lizacion por interferdn, asi como también modular la
respuesta cuando se produzca la activacion de los pro-
cesos celulares inducidos por los interferones. El trata-
miento de muchos tipos celulares con interferdn en pre-
sencia de inhibidores de sintesis de proteinas prolonga
la transcripcion de genes estimulados por interferdn, lo
cual indica que algunas de las proteinas inducidas por €l
interferén pueden controlar de forma negativa la res-
puestacelular.

Por otra parte, la cantidad de proteina STAT1 activa
puede regularse ademds por varios procesos, tales como
ladesfosforilacion (25) o la degradacién mediada por €l
proteosoma (26).

FUNCIONES INDUCIDAS POR LOS INTERFERONES

Los interferones estén implicados en e desencadena
miento de procesos celulares que afectan la supresion
del cancer y la infeccion. En general, pueden hacerse
cuatro grandes apartados. funciones antivirales, inhibi-
cion delaproliferacion celular, control de la apoptosisy
modulacién del sistemainmune.
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ACTIVIDAD ANTIVIRAL

La capacidad de los interferones para conferir un
estado antiviral a las células fue la caracteristica que
permitié su descubrimiento. Los interferones son esen-
ciales parala supervivencia de los vertebrados dado que
suministran una primera linea de defensa contra las
infecciones virales, que se establece desde horas a dias
antes que se desarrollen las respuestas inmunes. Este
papel de los interferones se ha puesto de manifiesto
mediante experimentacion en ratones transgénicos que
carecen de la expresion de los receptores celulares para
interferones (27). A lo largo de la evolucion han emer-
gido mdltiples y a veces redundantes mecanismos para
combatir lainfeccion viral. Al mismo tiempo los virus
han desarrollado varios mecanismos compensatorios
para defenderse de la respuesta celular. Cualquier esta-
do en € desarrollo replicativo vira puede ser bloqueado
por los interferones (28), desde la entrada a la célula
(retrovirus), latranscripcion (virus de lainfluenza, virus
de la estomatitis vesicular), estabilidad de los ARN
(picornavirus), iniciacién de la traduccion (reovirus,
adenovirus, vaccinia) o de la maduracion proteica,
ensamblgjey liberacion de las particulas virales (retro-
virus).

Las rutas celulares antivirales inducidas por interfe-
rones mejor caracterizadas utilizan ala proteina quinasa
dependientes de ARN de doble cadena (PKR), €l siste-
ma 2-5A, y las proteinas Mx. La PKR es una serina-tre-
onina quinasa con multiples funciones en e control de
latranscripcion y latraduccion proteica (29). Esta enzi-
ma normalmente se encuentra en estado inactivo pero
traslaunién de ARN de doble cadena, sufre un proceso
de autofosforilacién y la subsecuente activacion produ-
ciendo la fosforilacion de substratos, de forma yainde-
pendiente al ARN de doble cadena. El reconocimiento
del ARN por laPKR se produce a través de dos motivos
proteicos bien conservados en la mitad reguladora ami-
no terminal de su estructura. Dicho reconocimiento se
produce por la conformacion del ARN sin que medie la
secuencia de bases de sus cadenas y provoca un cambio
conformacional en laPKR de forma que activael domi-
nio catalitico. El efecto antiviral dela PKR se debe a su
capacidad de fosforilar la subunidad alfa del factor de
iniciacion proteico elF2. Esta fosforilacion da como
resultado laformacién de un compleg o inactivo de dicho
factor que promueve una rapidainhibicion de la traduc-
cion. Como se discutira mas adelante €l proceso apopté-
tico puede también estar implicado en los procesos anti-
virales de la PKR. La sobreexpresion de esta enzima
conduce a la supresion de lareplicacion del virus de la
encefalomiocarditis en células en cultivo.

El sistema 2-5A es un mecanismo multienzimético
mediante el cual ciertas 2-5A sintetasas inducibles por
interferones, resultan estimuladas por ARN de doble
banda, usualmente de origen viral, para producir una
serie de 2',5'-oligoadenilatos (2-5A) que activan ala
ARNasa L (30,31). Laactivacion de esta ruta conduce a
larotura, mediante su actividad ribonucledsica de ARN
de cadena sencilla. Las sintetasas 2-5A, de las cuales se
han caracterizado unos 7 tipos distintos que oscilan des
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de 40 a 100 kDa, son codificadas por multiples genes
gue residen en diferentes partes de la célula (32-35).
Los oligoadenilatos se unen ala ARNasa L que normal-
mente se encuentra en forma monomérica e inducen la
formaci én de homodimeros que conduce a su activacion
(36,37) EI dominio amino terminal de estas proteinas
presenta una funcién represoray contiene nueve repeti-
ciones de tipo anquirina que estan implicadas en €
reconocimiento y unidn de | os oligoadenilatos. EI domi-
nio carboxi-terminal consta de unaregién de homologia
a proteina quinasas, un dominio rico en cisteina y €l
dominio con actividad ribonucleasa. Las funciones del
sistema 2-5A se han explorado mediante la manipula-
cion genéticadelaARNasa L. Asi células que expresan
un derivado dominante negativo de esta proteina eran
incapaces de desarrollar las capacidades antiviricas y
antiproliferativas inducidas por interferones, mientras
gue la sobreexpresion de la ARNasa L bloquea la repli-
cacion de virus tales como e HIV-1 o d de vaccinia
(38-41). Lacapacidad de la ARNasa L de ser activada
por pequefias moléculas abre la posibilidad de disefio y
desarrollo de drogas especificas.

Las proteinas Mx son GTPasas de 70 a 80kDa de
masa molar, relativamente abundantes y pertenecen ala
superfamilia de la diyamina (42,43). Estas proteinas se
auto-ensamblan formando complejos oligoméricos tan-
to en sistemas libres de células como en células intactas
e interfieren con lareplicacion viral impidiendo el cre-
cimiento de virus como el de lainfluenza, anivel fun-
damentalmente de la transcripcién viral. La proteina
MxA humana inhibe e crecimiento de los virus de
sarampion, parainfluenza tipo 3 y otros virus ARN de
cadena negativa. En general se considera que las prote-
inas Mx interfieren el tré&fico celular o la actividad de
las polimerasas virales.

En los Ultimos afios se han puesto de manifiesto ml-
tiples mecanismos mediante los cuales los virus se
defienden no solo de las defensas inmunolégicas en
general, sino también de los sistemas de interferones.
En ambos casos, |os virus han desarrollado mecanismos
para saltarse las defensas del organismo que consisten
en lasintesis de proteinas capaces de imitar o de interfe-
rir las funciones de las proteinas antiviricas, asi, por
giemplo, la sintesis de receptores de interferones por
poxvirus, de proteinas inhibidoras de la actividad RNA-
sa L por € virus de la encefalomiocarditis (44), de
ARN capaz deinhibir laactividad PKR, como es el caso
de adenovirus (45) o de proteinas capaces de inhibir la
actividad PKR mediante una interaccion directa, como
el caso de la proteina TAT de HIV (46). La muerte
celular en respuesta a una infeccion viral puede ser
mediada por apoptosis 0 por necrosis. En ciertos casos,
poxvirus y virus de sarcoma de Kaposi, se sintetizan
proteinas virales que son capaces de bloquear €l proceso
de muerte celular inducido por interferones en respuesta
alainfeccion viral, suprimiéndose el suicidio celular y
la respuesta inflamatoria (47,48). Finamente, existen
estrategias virales que consistentes en bloquear la
accion de los interferones a nivel transcripcional, como
las proteinas E6 y E7 del virus de papilomahumano o la
proteina E1A de adenovirus (49,50).

REev. CANCER
CRECIMIENTO CELULARY APOPTOS S

Si bien, hasta e momento, no se ha descrito la exis-
tencia de genes modulados por IFN que afecten directa-
mente la actividad proliferativacelular, los IFNs pueden
modular algunos de los componentes especificos de la
maguinaria de control del ciclo celular. Asi, e IFN a
mediante la inhibicion en la actividad del factor de
transcripcion E2F, inhibe la transcripcion del proto-
oncogen c-myc (51). En otros tipos celulares, €l trata-
miento con IFNs modula €l estado de fosforilacion de
pRB, mediante la supresion de ciclina D3, impidiendo
la activacién de cdk-2-ciclina E y la fosfatasa cdc25A
(52). En general, los mecanismos de supresién de creci -
miento utilizados por los IFNs son diferentes alos utili -
zados por otras citoquinas inhibitorias, como e TGF-b,
ya que no parece que impliquen la induccién de inhibi-
dores de cdk, tales como p21, p27 o p57.

Con respecto al proceso apoptético, los IFNs pueden
tener acciones contrapuestas dependiendo del tipo celu-
lar y del grado de diferenciacion. Asi, por gemplo, €l
IFNg puede inducir o inhibir |a apoptosis de células B
no diferenciadas o de células B de leucemia linfocitica
crénica (53,54). Los estudios realizados sobre |os meca
nismos moleculares mediante los cuales los IFN indu-
cen laapoptosis se han centrado en laimplicacion delas
enzimas antivirales, tales como la PKR (55) y laRNAsa
L (56) o laidentificacion de otras proteinas relacionadas
con la ruta apoptética. Asi, se han clonado varios genes
gue, cuando se afecta a su expresion, quedan suprimidas
las actividades apoptéticas o antiproliferativas de los
IFNs (57-64). El bloqueo de la expresion de estos
genes, denominados DAP (Proteinas Asociadas a Muer-
te), mediante oligonucledtidos antisentido, bloquea la
actividad apoptética, pero no el efecto citostético de
IFNg

S STEMA INMUNE

Esta bien establecido que los IFNs pueden afectar
précticamente a todas las fases de las respuestas inmu-
nes tanto innatas como adaptativas. Mientras que el
IFNg producido en respuesta a estimulos inmunes o
inflamatorios, activa el desarrollo y las acciones de las
células inmunes efectoras, los IFNa/b actlan funda-
mentalmente promoviendo los procesos celulares que
suministran a huésped con mecanismos inmunes adap-
tativos pararesistir lainfeccion. Asi, todoslosinterfero-
nes son capaces de regular la expresién de proteinas
codificadas por el complejo mayor de histocompatibili-
dad (MHC) de clase I, promoviendo, por tanto, el desa-
rrollo delas células T CD8+, pero solo el IFNg es capaz
de inducir la expresién de proteinas MHC de clase I,
facilitando la respuesta de células T CD4+ (65). Los
interferones también estan implicados en la regulacion
de la expresion de varias de |as proteinas requeridas en
|a generacion de péptidos antigénicos. El IFNg modifica
la actividad de los proteosomas regulando la expresién
de componentes tanto enzimaticos como no enzimati-
cos, incrementando de estaformala cantidad y el reper-
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torio de péptidos que pueden asociarse con proteinas
MHC de clase | (65, 66).

Otro de los efectos bien caracterizados de IFNs se
centraen el proceso de activacion de macréfagos. Estas
células juegan un papel central tanto en las respuestas
inmunes adaptativas como innatas. Para ello deben de
sufrir el proceso de activacion gque consiste en una serie
de cambios reversibles, a nivel bioguimico y estructu-
ral, y que les confieren la actividad citocida (67). Dicha
activacion, que es conseguida por IFNg pero no por
IFNa/b consiste en una variedad de mecanismos de
entre los que destacan la produccion de especies reacti-
vas de oxigeno y nitrégeno (68).

Finalmente, los IFNs también estan implicados en la
regulacion de lainmunidad humoral, pudiendo realizar
dicha modulacion de forma indirecta, mediante la pro-
mocion y desarrollo de determinados tipos de células T
o directamente sobre las cdulas B. En este caso, los
IFN's acttian regulando tres de las funciones especiaiza
das de las células B: desarrollo y proliferacion, secre-
cion de inmunoglobulinasy €l cambio de cadena pesada
de lasinmunoglobulinas (69,27).

RECEPTORES DE LA FAMILIA TNF/NGF

El TNF afay lalinfotoxina o TNF beta, los produc-
tos respectivos de macréfagos y células T activadas
estan implicados en la mediacion primaria de la regula
cion inmuney larespuestainflamatoria, habiéndose cla-
ramente demostrado la implicacion del TNF en proce-
sos tales como € shock séptico y ciertos desordenes
autoinmunitarios. (70). Desde la clonacion de sus dos
tipos de receptores, P75 y P55, se han ido identificando
numerosas proteinas que se han agrupado en la familia
de receptores del TNF. Las respuestas celulares distin-
tas pero a veces solapadas que producen dichas protei-
nas claramente definen redes reguladoras y de desarro-
[lo que implican précticamente a la totalidad de tipos
celulares si bien son mas representativas de |os sistemas
linfoides y hematopoyético.

Los receptores, con dos excepciones, son proteinas
de membrana con elevada homologia de secuencia en
sus regiones extracelulares (71). Las excepciones son
las proteinas T2 y A5-3R que son productos génicos de
poxvirus tratdndose de formas solubles de receptores de
TNFalfa (72). Estas proteinas funcionan acomplejando
y, por consiguiente inactivando las moléculas de TNF
producidas por €l huésped. La proteina T2 es claramen-
te una forma adquirida del receptor celular P75, mien-
tras que la proteina A5-3R dado que solo une a TNFalfa
y presenta menor homol ogia de secuencia, puede tratar -
se de un tercer tipo de receptor parael TNF. Lavirulen-
ciadel poxvirus myxoma que causala muerte del hués-
ped (conegjo) queda reducida cerca del 50% cuando el
huésped queda infectado por virus recombinantes donde
el gen T2 fue inactivado (73). Dicho producto también
se ha encontrado posteriormente en el genoma de €
virus de laviruela para humanos (74).

El motivo candnico de todos los receptores de esta
familia lo constituyen varias pseudorepeticiones ricas
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en cisteina, formadas por unas 6 cisteinas dentro de una
secuencia de 40 aminoécidos (figura 1).

Los ligandos tras la activacion de sus respectivos
receptores pueden inducir respuestas bioldgicas pleio-
tropicas, tales como la diferenciacion, proliferacion,
activacion o muerte celular. Sin embargo, resulta evi-
dente que lainmunidad mediada por las células T, parti-
cularmente aquella dirigida por antigeno y dependiente
de contacto celular, es € paradigma de la forma de
actuacion de los complejos receptor-ligando (75).

El TNF es una citoquina pleiotrdpica que funciona
como un mediador de laregulacién inmune, lares-
puesta inflamatoria y la apoptosis en algunos tipos
celulares. Un exceso en la produccion de TNF se ha
ligado al desarrollo de ciertas enfermedades tales
como el shock séptico y ciertos desordenes autoinmu-
nes. Las respuestas celulares promovidas por el TNF
se inician mediante su interaccion con dos tipos dis-
tintos de receptores celulares, el receptor de tipo | (55
kDa) y el detipo Il (75 kDa). Ambos tipos de recep-
tores forman parte de la familia de receptores del TNF
entre cuyos miembros se incluyen el antigeno Fas
(inductor de apoptosis, también llamado Apo-1 o

Fig. 4. Sefalizacion en la activacion del factor NF-kB.
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CD95), CD27 (antigeno de activacion de células T),
CD30 (marcador del linfoma de Hodgkin) y CD40
(antigeno de células B), los cuales comparten la
caracteristica de secuencias ricas en cisteina en sus
dominios extracelulares (figura 1). Esta familia de
citoquinas generan respuestas celulares que incluyen
la diferenciacion, la proliferacion, la activacion de
NF-kB y la muerte celular, promoviendo la agrega-
cion de monomeros de receptores. En genera los
dominios citoplasmaticos de esta familia de recep-
tores carecen de dominios comunes, |o cual sugiere
que pueden utilizar mecanismos distintos. La excep-
cion ocurre con el receptor tipo | del TNF y el antige-
no Fas, ya que ambos presentan en su extremo carbo-
xilo terminal un dominio de aproximadamente 80
aminoécidos que se ha denominado “dominio de
muerte”. A los dominios citoplasméticos de los recep-
tores pueden asociarse dos familias de proteinas deno-
minadas TRAF (Factores Asociados al Receptor de
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