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Labiologia molecular ha entrado aformar parte de la
clinica médica recientemente. Desde finales ddl siglo
pasado se conocia la asociacion de algunos cambios
cromosomicos con tumores malignos, pero |as pequefias
alteraciones en la funcién de los genes no han podido
conocerse hasta que la tecnologia a nivel molecular ha
permitido su identificacion y ha estudiado su repercu-
sion en el organismo humano. En 1976 D Stehelin (1)
identificod la presencia de particulas de ADN similar a
del virus del sarcomaaviar (de Rous) en el ADN normal
de los pollos. Peyton Rous habia descrito en 1911 (2) la
transmisién de los sarcomas aviares por medio de in6-
culos de filtrados acelulares de sarcomas en animales
sanos. El virus identificado posteriormente recibio €
nombre de RSV o virus del sarcoma de Rous.

En menos de 25 afios |as técni cas de biologia molecu-
lar se han comenzado a aplicar en un numeroso grupo de
enfermedades humanas, utilizandolas tanto para el diag-
nostico, como en laevolucion de las enfermedades o en
su tratamiento. De especial interés son las aplicaciones
en Oncologia donde juegan un papel fundamental en
estudios de prevencion, diagndstico precoz, clasificacion
de los tumores, factores prondsticos, diagnostico de la
enfermedad residual y de larecaia de laenfermedad y
también en la seleccidn de los farmacos més eficaces en
determinados tumores (Tablall).

EPIDEMIOLOGIA

La epidemiologia molecular se esta desarrollando
extraordinariamente gracias a reconocimiento de genes
especificos mutados en canceres humanos. El examen
de estos genes permite, en teoria, desentrafiar larelacion
entre factores ambientales inductores y determinadas
alteraciones genéticas. El gjemplo mas ilustrativo es €
del estudio de las distintas mutaciones de p53 relaciona
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das con productos cancerigenos conocidos y que dan
lugar ala aparicién de canceres concretos: aflatoxinasy
canceres de higado, exposicion a sol y canceres de piel
0 benzopirenos y cancer de pulmén (3,4). Estas tres
relaciones parecen bien establecidas s aceptamos los
criterios de Bradford-Hill sobre valoracién de causas
gue incluyen la fuerza de la asociacion (consistencia,
especifidad y temporalidad), y de las razones hiol 6gi-
cas. En el caso de las aflatoxinas ingeridas a través de
los alimentos se ha observado que laexposicion aAFB,
produce mutaciones en € coddn 249~ (AGG ® AGT)
de p53 durante el proceso del desarrollo de hepatocarci-
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nomas humanos, como se ha demostrado en estudios
hechos en distintos paises (5-7). Ladeteccion y cuantifi-
cacion de |l os aductos carcindgenos (union de mutageno,
carcinégeno o sus metabolitos y ADN) es un campo de
gran interés en €l terreno de la epidemiologia, como
utensilio de medida de la exposicion al carcindgeno y
paralavaloracién del riesgo de desarrollar €l cancer. En
un trabajo prospectivo de casos-controles en carcino-
mas hepaticos, en Shanghai, se estudio la presencia de
aductos de ADN - AFB, en laorina, encontrandose rela
cion positiva con € riesgo de desarrollo posterior de
hepatocarcinoma, riesgo que aumentaba si los indivi-
duos eran ademas seropositivos para € virus de la
hepatitis B (8).

La exposicion a los rayos UV de la luz solar puede
causar canceres de piel, tanto de células escamosas
como de células basales, con una doble mutacién carac-
teristica de p53 (CC ® TT), infrecuente en otros tipos
de cénceres humanos (9). Estas mismas mutaciones
pueden observarse en los canceres cutdneos de enfer-
mos con xerodema pigmentoso (10) y en modelos de
cultivos celulares y bacterianos expuestos a rayos UV
(12).

En e cancer de pulmén las mutaciones de p53
encontradas con mayor frecuencia, en relacion con la
exposicién a benzopirenos del tabaco, se sitGan en los
codones 157(GTC ® TTC), 248(CGG ® CTG),y 273.
Otros aductos carcindgenos relacionados con €l cancer
de pulmén son los PAH-ADN (hidrocarbonos aromati-
cos policiclicos), que pueden detectarse en los tejidos
donde se producen canceres relacionados con el tabaco,
como el de pulmén, vejiga o laringe y también en linfo-
citos (12). La medicion de aductos de PAH en linfocitos
y en células de lavados broncoal veolares pueden servir
como marcadores (13) de exposicion a carcindgeno y
también para valorar |a respuesta obtenida con diferen-
tes quimiopreventivos. Los niveles de estos productos
se modifican por factores nutricionales (b-carotenoy a-
tocoferol) (14) y por factores genéticos de susceptibili-
dad como el fenotipo GSTM1 null (15).

Dando por valido que los factores ambientales son
responsables de la mayor parte de los canceres en
humanos, los andlisis moleculares pueden identificar y
cuantificar esa relacion y servir de base para disefiar
estrategias de prevencién o quimioprevencion o para
prevenir el desarrollo de los carcinomas invasores.

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Con la llegada de las nuevas tecnologias de biologia
molecular se han modificado algunos de |os métodos de
clasificacion tumoral histopatologica. Después de la
inmunohistoquimica los patdlogos han incorporado a
sus métodos de estudio técnicas basadas en la biologia
molecular, con técnicas de hibridacion que incluyen la
hibridacion in situ con técnicas de fluorescencia (FISH)
y la PCR, aunque la mayor parte de los diagnosticos se
realizan todavia mediante examen con las técnicas his-
tolégicas habituales (16), que mantienen su utilidad e
identifican adecuadamente la gran mayoria de tumores
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TABLA 11 (15)
Tipo de tumor Prueba diagnostica
Linfoma de células del manto expresion de bell
t(11;14)(q13;932)

Reordenamientos del

gen de inmunoglobuli-

nas

Tumor intra abdominal desmopléstico
de células pequefias

Linfoma extranodal delazona
marginal

t(11;22)(p13;011.2-12)

Fibroblastoma de células gigantes  t(17;22)(g22;013)
Tumor rabdoide cerebral delecion en 22911.2
Mesotelioma delecion 1p, 3p, 229
Sarcomade Ewing, PNET, tumor 1(11;22)(924;912)

neuroendocrino periférico
Tumores germinales i(12p)
Sarcoma sinovia t(X;18)(p11.2;,q11.2)

humanos. Ejemplos caracteristicos que han encontrado
un sitio como método de diagnostico tumoral se mues-
tran en latablall.

El hallazgo de alteraciones idénticas en € genews ha
servido para demostrar que € sarcoma de Ewing, los
tumores neuroectodérmicos periféricos y el tumor de
Askin son variantes morfolégicas dentro de un mismo
tipo de tumores (17); ateraciones por activacion del
mismo gen ews por fusidn con otras proteinas como la
WT1, ATF-1y TEC, dan lugar a otros tumores de ori-
gen mesenguimal como el intra abdominal desmoplasti-
co de células peguefias redondas, €l sarcoma de células
claras 0 € condrosarcoma mixoide extra esquelético
(18-20). Estos hallazgos han permitido unaclasificacion
de un grupo de sarcomas agrupados bajo el hombre de
“relacionados con EWS'. La traslocacion reciproca
t(11;22)(024;912) se puede encontrar en mas del 90%
de los sarcomas de Ewing y en los tumores neuroendo-
crinos periféricos (21), tumor de Askin o estesioneuro-
blastoma. Latraslocacion t(11;22)(p13;912) es especifi-
ca de los tumores desmoplasicos de células redondas y
sus puntos de ruptura afectan a dos regiones cromoso-
micas conocidas por su relacién con otros tumores, la
22012 es € lugar del EWS (sarcoma de Ewing) y €l
11p13 corresponde al gen WT1 (tumor de Wilms) y
ambos genes estan fusionados en estos tumores.

El diagnéstico diferencial entre mesotelioma malig-
no y adenocarcinoma del pulmén puede ser extremada-
mente dificil paralos patélogosy paralos clinicostiene
importancia para la decision terapéutica y para €l pro-
nostico de cada caso. Mediante técnicasde FISH se han
podido observar deleciones de los cromosomas 1p, 3p 0
22q en casos de mesotelioma, y que sirven para apoyar
dicho diagnéstico frente a adenocarcinoma pulmonar y
también frente ala hiperplasia mesotelial (22).

La presencia de una o mas copias del isocromosoma
del brazo corto del cromosoma 12, i(12p) se puede
encontrar en el 80% de los tumores germinales tanto
gonadales (testiculares u ovaricos) como extragonada-
les.

Los sarcomas presentan con frecuencia alteraciones

10



Vol. 13. N.° 3, 1999

especificas, entre las mas interesantes por su repercu-
sién clinica esté la trand ocacion entre el cromosoma Y
y €l 18, tipica del sarcoma sinovial, que se puede ver
tanto en e tumor original como en sus metéstasis
(23,24).

Diagndstico v tipificacion de los sindromes
linfoproliferativos (S_P)

Hasta lallegada de |as técnicas de biologia molecul ar
los andlisis citogenéticos eran las Unicas pruebas dispo-
nibles para la caracterizacion de los SLP después del
estudio histopatol 6gico. Las nuevas técnicas molecula-
res han aportado mayor rapidez y sensibilidad a la vez
gue permiten €l estudio en todo tipo de tegjidos, fresco,
congelado o parafinado.

L as alteraciones mas frecuentes en los distintos tipos
de linfoma no Hodgkin han sido recogidas de forma
muy sintética por Martinez Climent (25) y quedan refle
jadasen latablalll.

DIAGNOSTICO PRECOZ

El diagndstico precoz es una de las formas més efica-
ces para la reduccion de la mortalidad por cancer. Las
técnicas de biologia molecular facilitan la blisqueda de
particul as especificas de las células tumoral es, habitual -
mente proteinas, secretados en la sangre o en otros ele-
mentos corporales —orina, heces, esputo, etc.—. Para
tener utilidad diagnéstica estas proteinas deben ser
especificas de las células malignas y deben expresarse
en estadios muy precoces de la enfermedad. M utaciones
bien estudiadas han sido las de K-ras en tumores diges-
tivos. En el cancer colorrectal se han encontrado altera-
ciones especificas en los codones 12,13y 61 en e 50%
de las muestras de heces de los tumores estudiados y en
el 50% de los adenomas de tamafio mayor de 1 cm (26).
También los canceres pancredticos exfolian células
cuyo ADN puede estudiarse a partir de las heces
mediante amplificacion por PCR (27), pero su interés
clinico y los medios para diferenciar los distintos tumo-
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res digestivos que pueden ser origen de las células
tumorales encontradas en las heces, deberén ser diluci-
dados mediante nuevos estudios. Ladificultad del aisla-
miento del ADN de las células del colon, en las mues-
tras de heces, no ha permitido por el momento que esta
préctica se haya extendido y por tanto es demasiado
pronto para considerarlo marcador de diagnéstico pre-
coz del cancer de colon y recto.

En muestras de citologia de orina se ha observado
una delecion del brazo corto del cromosoma 9, donde
estalocalizado el gen supresor pl16, y esta alteracién era
capaz de diagnosticar cancer de vejiga o su recaidaen €
95% de los casos estudiados (28,29).

Mas recientemente, el desarrollo de las técnicas
moleculares ha permitido identificar ADN libre en €
plasma de pacientes tumorales, con las mismas caracte-
risticas que e ADN del tumor, por lo que pudiera ser
Gtil como marcador tumoral (30) .

DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD RESIDUAL

El diagndstico de la enfermedad minima residual es
un problema que ha centrado € interés de diversos gru-
pos de investigadores, porque la permanencia de focos
residuales de céulas tumorales se relaciona con mayor
probabilidad de recaida y a mismo tiempo constituye
una situacion clinica peculiar, porque la reducida masa
tumoral ofrece la condicién adecuada para que las nue-
vas terapias con anticuerpos monoclonales especificos
pudieran ser més eficaces. Recientemente se han publi-
cado varios trabajos que describen pruebas altamente
sensibles basadas en RT-PCR para la deteccion de
células metastésicas en sangre periférica, médula dsea,
tegjidos, ganglios o bordes de piezas de reseccion quirdr-
gica. Con esta técnica se han podido detectar células
tumorales con mutaciones especificas, iguaes a las de
los tejidos tumorales primitivos, en &reas donde no se
habia encontrado tumor empleando los métodos histo-
patol 6gicos habituales. Este método ha sido utilizado en
leucemias y linfomas buscando translocaciones especi-
ficas como BCR-ABL o PML-RARa, y en enfermos
con tumores de cabeza y cuello, colon o pulmén, bus-

TABLAII

ALTERACIONES GENETICAS PRIMARIAS EN DIFERENTES LINFOMAS NO HODGKIN

Reordenamiento genético

Histologia c-myc BCL-1
Burkitt 100% --
Folicular -- --
Ded Manto - 70-90% -
Difuso célulaG <5% -- 20%
Zonamargina -- --
LLCP-B/LLC-B - 10% -
Linfoplamocitoide -- -- --
Anapléasico Ki+ -- - -
LNHT - - -

90%

BCL-2 BCL-6

35%

+3q BCL-3 PAX5 NMP/ALK TCR

50% -
25-50%

Martinez-Climent JA (26).
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cando mutaciones de TP53 0 K-RAS. En pacientes con
cancer de cabeza y cuello se han detectado mutaciones
de p53 en los margenes quirdrgicos, aparentemente
libres de tumor. En un estudio sobre 25 enfermos con
ese diagndstico y mutaciones de p53 que fueron trata-
dos quirdrgicamente, con aparente reseccién completa,
segun los informe de Anatomia Patol 6gica, se observa-
ron mutaciones de p53, en alguno de los mérgenes de
13/25 (52%) pacientes. Cinco de los 13 casos (38%)
presentaron recaida local, mientras que ninguno de los
pacientes con margenes negativos por estudio de biolo-
gia molecular, recayeron. También en ganglios en los
gue no se habian visto metastasis por métodos histopa-
tol6gicos se observaron mutaciones en p53 (31), 1o que
confirma su utilidad en el diagnéstico de la enfermedad
residual .

En enfermas con cancer de mama el estudio cuanti-
tativo de CK-19 (citoqueratina 19) puede ayudar a
detectar |os casos con mayor probabilidad de progresion
de laenfermedad (32).

Otra de las aplicaciones potencialmente interesante
esla deteccion de células tumorales de melanomaen los
ganglios extraidos mediante latécnica del ganglio centi-
nela (33), con € fin de identificar enfermos con mayor
riesgo de recaida y peor pronéstico y seleccionarlos
como candidatos a tratamiento quimioterdpico adyu-
vante.

GAGE es un marcador especifico tumoral que puede
ser de utilidad para la valoraciéon de la persistencia
tumoral tras tratamiento. No se encuentra en tejidos nor-
males excepto en € testicular y se expresa en numero-
Sos tumores, como el neuroblastoma, cancer de mama,
de pulmdn, sarcomas, cancer de colon o de tiroides y
puede tener interés como marcador tumoral con valor
prondstico (34).

PRONOSTICO

Las publicaciones sobre marcadores tumorales y su
supuesto valor pronéstico son abundantes pero en la
préctica clinica muy pocos de los factores estudiados
han demostrado claramente su valor.

Tanto las mutaciones como las variaciones de la
expresion de los genes ofrecen la posibilidad de ser
empleadas clinicamente como marcadores de valor pro-
noéstico y como predictor de larespuestaal tratamiento.
Se han relacionado mutaciones en linea germina del
gen BRCA1con la supervivenciade las enfermas (35), y
pérdidas aélicas de su regidén cromosdmica, 17921, con
mayor malignidad histol6gica (36). Tanto la amplifica-
cién de HER-2/neu como su sobreexpresion se han
estudiado en mujeres con cancer de mama como méto-
do de prediccién de recaida. Los resultados han sido
contradictorios. En varios trabajos se encontré que los
niveles altos de HER2/neu correspondian a resistencia
frente a la quimioterapia u hormonoterapia (37-39),
mientras que otros estudios no encuentran esa relacion
(40-42).

Otros marcadores de valor prondstico son las pérdi-
das en € brazo largo del cromosoma 18 o la expresion
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anormal de DCC en los canceres de colon (43,44) o a
las deleciones en el brazo corto del cromosoma ly ala
amplificacion de N-MY C en los neuroblastomas (45).

FACTORES DE RESISTENCIA Y SENSIBILIDAD AL
TRATAMIENTO

Aunque la contribucion de la apoptosis a la muerte
celular inducida por quimio o radioterapia es materia de
controversia, los estudios clinicos relacionan las muta-
ciones antiapoptéticas con fracaso en el tratamiento.
Las mismas alteraciones genéticas que influyen en la
apoptosis durante el desarrollo tumoral también modu-
lan la sensibilidad frente alos fa&rmacos o la resistencia
alos mismos (46).

Los farmacos quimioterapicos solo son eficaces
cuando destruyen con mayor rapidez las células tumora
les que las sanas circundantes, para lo cua se necesita
gue las células tumorales sean més sensibles a la apop-
tosis que las del tgjido normal. Los mecanismos que
inhiben la apoptosis tales como la falta de funcion de
p53 o la sobreexpresion de bcl-2, her-2/ney, ras, c-jun,
c-fos pueden producir resistencia a los farmacos qui-
miotergpicos, que pudiera ser en muchos casos un feno-
meno no adquirido sino relacionado con alteraciones
producidas durante el desarrollo del tumor y que simul-
taneamente confieren resistencia alos farmacos.

El mecanismo de accién de muchos de los fa&rmacos
quimioterdpicos empleados actualmente — doxorubici-
na, cisplatino, etoposido, ciclofosfamida, etc.- es atra-
vés de lainduccion de apoptosis (47). En estos casos la
apoptosis se produce por lainduccion de laexpresion de
los “receptores de la muerte” como Fas/CD95 y
CD95L (ligando), TNF (tumor necrosis factor), DR3,
DR4 o DR5 que conducen a la activacion de la via de
las caspasas, que esta mediada por p53 (48). Se han
hecho numerosos estudios de correlacion entre p53 y
pronostico de la enfermedad o resistencia a tratamien-
to. En general la presencia de p53 nos hace pensar en un
peor prondstico y peor respuesta al tratamiento. Muta-
ciones especificas como p53Hisl75 o p53Hisl79 que
parecen conferir resistencia frente a etopésido y con-
centraciones bajas de cisplatino (49). La busqueda de
estas mutaciones especificas de p53 puede tener utilidad
clinica, permitiendo el reconocimiento de enfermos con
resistencia a determinados farmacos. M utaciones espe-
cificas de p53 que pueden tener interés en la préctica
clinicalas mostramos en latablalV.

En pacientes de Taiwan, con carcinoma pulmonar, se
ha encontrado que polimorfismos en el codén 72 de p53
conferian peor prondstico alos enfermos, especialmente
S estos eran varones de entre 60-69 afios y su tumor era
de lavariedad de células escamosas (50).

No se dispone por e momento de una técnica
estandarizada para el estudio de p53. La técnica ideal
debe ser rapida, facil, realizable en muestras clinicas,
barata, de alta sensibilidad y alta especificidad. Las téc-
nicas mas en uso, como las de inmunohistoquimica, tie-
nen grandes fallos ala hora de discriminar entre niveles
atos de p53 normal y proteina mutada y detectan un
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TABLA IV
P53 MUTACION Y TIPO DE CANCER

Tumor tipo de mutacién

Carcinoma escamoso de piel cambio de bases

Hepatocarcinoma (aflatoxing) codon 249 transversionGaT
en el 3*de bases

Cancer de pulmén por radén 2% hase del coddn, G:T249

Cancer en relacion con tabaco G:CaTA

(es6fago, cabeza- cuello)

Tumores del tracto urinario G:.CaCG

Resistenciaaetopdsido, cisplatino  p53His175,p53His179

gran ndmero de ateraciones de p53 que luego no se
demuestran en la secuenciacion del gen.

La técnica de SSCP goza de gran aceptacion; sus
resultados son muy especificos pero poco sensibles y
presenta una gran variabilidad entre observadores. El
mejor método es la secuenciacion del gen, aunque esta
técnica es larga y costosa (51) por lo que se estén bus-
cando otros métodos eficaces pero més baratos, con lo
gue se puedan alcanzar 10s mismos resultados.

Los tumores con niveles altos de la proteina HER2
responden mejor a tratamiento con doxorubicina o
otras antraciclinas que los tumores HER2 negativos y
presentan en general mayor sensibilidad frente a la
radioterapia. Hay datos que asocian la sobreexpresion
de HER2 con aumento de la resistencia al tamoxifeno y
a la ciclofosfamida. La cuantificacién de HER2 puede
ser un complemento de gran ayuda a la hora de decidir
el tratamiento con o sin doxorubicina en mujeres con
cancer de mama, tanto en la indicacion de tratamiento
adyuvante como en €l de la enfermedad diseminada. Su
uso no se hageneralizado todavia, debido principa men-
te a la falta de estandarizacion de los diversos métodos
para determinar HER2. Los dos principales métodos de
determinacion son inmunohistoquimica e hibridacion in
situ (FISH) que detecta amplificacion del gen. Lainmu-
nohistoquimica es mas barata y mas inconsistente,
mientras que las técnicas FISH presentan menos varia-
bilidad pero necesitan equipos especializados y maés
costosos. Es probable que la estandarizacion de los
métodos se optimice en un plazo breve dado el interés
clinico que se ha despertado con la aprobacion del nue-
Vo tratamiento con anticuerpos anti HER2, trastuzu-
mab®, (hercepting).

La sobreexpresion de genes de la familia bcl-2 (bcl-
XL, bax) provoca resistenciafrente a un buen nimero de
farmacos a través del blogueo de la apoptosis (52). En
protocol os de terapia antisentido contra bcl-2 se havisto
gue existe unarelacién inversa entre quimiosensibilidad
y niveles de bcl-2, sugiriendo que la bcl-2 endégena
contribuye al estado de resistenciaafarmacosy quizase
puedan obtener buenos resultados terapéuticos anulan-
do su funcién.

En la cascada de acontecimientos que conduce a la
apoptosis, intervienen entre otros elementos la activa-
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cion de caspasas (proteasas cisteinil aspartato especifi-
cas), hecho que se ha aprovechado por los investigado-
res para preparar farmacos o productos que las activen
para que éstas a su vez activen los receptores de las
células tumorales sin activar los de las células normales
(53).

TERAPIA GENICA

El conocimiento de parte de las alteraciones genéti-
cas que participan en el desarrollo de lostumores malig-
nos ha sugerido alos investigadores laidea de combatir
laenfermedad a nivel molecular, tratando de reemplazar
genes defectuosos 0 ausentes, o de contrarrestar 1os
efectos de la sobreexpresion de proteinas que facilitan
laaparicién o el crecimiento del tumor. El empleo de la
terapia génica para €l cancer no tiene una base concep-
tual firme; inicialmente se pensd que las enfermedades
con mayor probabilidad de beneficiarse con este trata
miento serian las debidas a un defecto monogénico y no
tanto el cancer que es una enfermedad poligénica, en la
gue se precisa la mutacion de varios genes para que €l
tumor se desarrolle, y en la que desconocemos por €l
momento muchas de las mutaciones que conducen a su
aparicion y progresion. Los nuevos genes deben intro-
ducirse de forma repetida a lo largo de toda la vida
excepto que se consiga, por medio de la perpetuacion
del nuevo gen, su transduccion en las células progenito-
ras como las de lamédula ésea (54).

La terapia basada en objetivos moleculares tiene
diversos enfoques gque se exponen a continuacion.

Normalizacién de la apoptosis

Los genes supresores de tumores y especialmente
p53 son una diana clave en € tratamiento de los tumo-
res. La forma de restituir su funcion puede ser bien
reemplazando € gen mutado o bien imitando o suplan-
tando su funcién por medio de otras moléculas. Homé-
logos de p53 son p63 y p73. Laexistenciade unaviade
apoptosis mediada por estos homélogos puede explicar
e que ratones sin p53 puedan acanzar un desarrollo
normal durante algin tiempo, pero desconocemos de
que formainteractlian con p53 (55).

Laintroduccién de una copia normal de p53 en culti-
vos celulares con aelos mutantes de este gen consigue
detener e crecimiento celular e inducir la apoptosis,
pero los intentos de reproducir estos resultados en
tumores humanos se encuentran con la dificultad de
transferencia de las copias normales a cada uno de las
células tumorales, que pueden estar diseminadas por
todo €l organismo.

Los estudios realizados hasta ahora han mostrado
escasa toxicidad a corto y largo plazo y gran capacidad
de transferencia y expresion en las células tumorales,
tanto s se usan vectores viricos como vectores no viri-
cos. Se han observado regresiones tumorales con proto-
colos que emplean técnicas diferentes, unas basadas en
ADN recombinante y otras en terapia génica, de reem-
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plazo de genes, aunque la distincién entre las dos for-
mas es académica. Las respuestas no han sido muy ele-
vadas pero debido a la escasa toxicidad de los produc-
tos, se piensa que pueden ser y es aconsejable probarlas
en enfermos con canceres menos avanzados para valo-
rar apropiadamente su eficacia (56).

Reversion de la multirresistencia a farmacos (MRD)

La resistencia a un conjunto de diversos farmacos
guimioterdpicos esta relacionado con una sobreexpre-
sién de la glicoproteina P (Pgp), que se encuentra en
tejidos tumorales y también en tejidos sanos y que es
codificada por € gen mdrl y cuya expresion puede
modificarse mediante dosis bajas, por debajo de las
empl eadas terapéuticamente, de farmacos como la mito-
micina C o € cisplatino y que podrian ser Gtiles como
modul adores de la resistencia a otros farmacos emplea
dos como segundos agentes citotéxicos (57).

Desde hace casi 20 afios se trabaja en experimentos
gue puedan revertir la MRD especiamente a través de
la inhibicién de Pgp. Resultados prometedores se han
observado en enfermos con cancer de pulmén, emplean-
do dosis bgjas de ciclosporina ademés de la quimiotera-
pia estandar (58).

Anticuer pos (Ac) monoclonales contra genes
sobreexpresados

En 1975 Hohler y Milstein recibieron & Premio
Nobel por el descubrimiento de la produccién de anti-
cuerpos monoclonales. La nueva tecnologia molecular
ha abierto un nuevo camino terapéutico que ha conduci-
do a la eaboracion de nuevos productos que ya estan
siendo usados en la clinica para el tratamiento de linfo-
mas, (anti CD-20), o canceres de mama (anti
HER2/neu). Estos anticuerpos, y los 17-1A y anti erb-B
gue estan en fase avanzada de investigacion para trata-
miento del cancer de colon y de gliomas malignos, son
los primeros representantes de un nuevo grupo con
mecanismo de accion diferente a de los quimioterapi-
cos clasicos.

Para conseguir la mayor eficacia de los Ac Monoclo-
nales es preciso que existan 1) antigenos especificos
asociados a tumor, 2) que la unién antigeno — anticuer-
po sea estable, 3) que no exista respuesta inmune o0 que
ésta sea minima, y 4) que puedan aportar una potente
actividad citotoxica. Para aumentar su eficacia pueden
conjugarse con particulas radioactivas como *!l o *Y,
gue producen localmente su efecto transportadas 'y con-
ducidas a lugar necesario mediante los anticuerpos
especificos (59).

En 1998 se aprobd en Espafia € primer anticuerpo
monoclonal para tratamiento del céancer, fue e Ac
antiCD-20, rituximab. La presencia de antigeno CD20
no se puede medir serol 6gicamente porque no es excre-
tado por las células y no circula en la sangre de los
enfermos, por 1o que su determinacion debe realizarse
en los tgidos tumorales mediante técnicas de inmu-
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nohistoquimica. Rituximab®, es un Ac quimerico
(humano-murino) que se une a antigeno de diferen-
ciacion CD20, que se encuentra en mas del 90% de los
linfomas no Hodgkin de células B y es capaz de inducir
la apoptosis de las células tumorales. Ha mostrado su
utilidad tanto en linfomas de bajo grado como en los de
grado alto y su eficacia mejora cuando se asocia a qui-
mioterépicos.

El desarrollo de trastuzumab® (Herceptin) ha sido
posible gracias a las técnicas de biologia molecular. Se
trata de un anticuerpo monaoclonal humanizado contra €l
dominio extracelular del receptor del factor de creci-
miento HER2/neu, que induce la diferenciacion de las
céulas, disminuyendo latasa de crecimiento del tumor,
y que se esta empleando en enfermas con cancer de
mama metastésico con sobreexpresion de HER2/neu.
En enfermas que han recaido después de tratamiento
guimioterdpico, se han apreciado 15%- 62% de respues
tas, algunas de ellas completas (36% en €l trabgjo de
Slamon), con una supervivencia media de 13 meses. En
pacientes que recibieron doxorubicina junto con €l anti-
cuerpo se observo toxicidad cardiaca grado 3-4 en un
18%, porcentaje superior a que se encuentra en enfer-
mas tratadas con poliquimioterapia que contiene doxo-
rubicina. El porcentagje de respuestas fue mayor en el
grupo tratado con la combinacion de farmacos (60-63).
Al igual que ocurre con el anti CD-20, € anti HER2/neu
es més eficaz combinado con quimioterapia especial-
mente con taxol.

Vacunas

L a existencia de antigenos especificos tumorales,
codificados por genes, es la base de las vacunas
tumorales. Las vacunas se producen bien a partir de
células tumorales completas, de extractos enteros o
bien de extractos purificados. Uno de los elementos
mas estudiados para la elaboracién de vacunas antitu-
morales es el gangliésido GM2, que se encuentra en
la membrana celular de un gran nimero de células
del melanomay en tejidos normales como el sistema
nervioso central. Otro ganglidsido en fase de investi-
gacién es el GD3.

Uno de los aspectos negativos de las vacunas es la
presencia de gangliésidos en tegjidos normales, que
podrian ser dafiados y ocasionar toxicidad importante,
aunque los investigadores creen que si la respuesta anti-
tumora es buena, la disminucion de latoxicidad podria
acanzarse introduciendo algunas modificaciones.

Més interesantes parecen las proteinas intracelulares
que se expresan en la superficie celular en forma de
pequefios péptidos y se unen a los complejos mayores
de histocompatibilidad entre las cuales destacan los
derivados de proteinas codificadas por los genes
MAGE, localizados en el cromosoma X, gque se encuen-
tran en melanomas, canceres de pulmén, de mamay del
tracto digestivo. Estas proteinas también se expresan en
algunos tejidos normales como €l testicular, por lo que
no son estrictamente especificas de tejidos tumorales.
Los antigenos BAGE y GAGE (64) son otras familias
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de genes con patron de expresién similar a MAGE, que
estan siendo investigados para la fabricacién de vacunas
antitumorales, como coadyuvantes de la cirugia.

Vectores virales y bacterianos de muerte selectiva

El progreso del tratamiento génico depende notable-
mente de la eficacia de los vectores empleados, unos
son virales como |os retrovirus, adenovirus, virus aso-
ciados a los adenovirus y los virus del herpes simple,
gue forman el grupo de vectores empleados en mas del
80% de los protocolos.

Vectores virales que expresan genes apoptéti cos pue-
den introducirse directamente en €l tumor, paraevitar su
captacion por las células normales. El gen apoptético
mas usado ha sido p53 transportado por adenovirus, con
el que se han realizado algunos estudios en estadios ini -
ciales de canceres de cabeza y cuello, y se han emplea-
do parala purga de células metastasicas en médula 6sea
(65).

Estudios con el oncogén adenoviral EIA muestran
gue se puede inducir selectivamente la apoptosis en las
células tumorales y ademas favorecer la quimiosensibi-
lidad. Su mecanismo de accidn es a través de la inacti-
vacion de pRB y unién a coactivador de transcripcion
p300/CBP. Las formas mutantes de E1A son incapaces
de unirse a Rb pero retienen la capacidad de interaccién
con p300/CBP, y promueven la apoptosis en las células
deficitarias de Rb pero no en las normales, por lo que
pudieran ser sustancias antitumorales especificas, a
aprovechar que lamayor parte de los canceres humanos
sufren alteracion de lavia de Rb (66).

La inyeccion directa de vectores de retrovirus con
p53 ha mostrado efecto positivo en algunos casos de
cancer de pulmén (67). EI mecanismo de accion puede
ser através de una accidn directa de las cé ulas transdu-
cidas activando la apoptosis o por efecto indirecto en las
células cercanas, efecto “bystander”.

Otra via que ha producido resultados positivos en
fases iniciales de tratamiento en tumores humanos es €l
empleo de adenovirus manipulados para que no expre-
sen E1B, proteina que facilitalainfeccion viral a unirse
ap53, incapacitando ala célula paraentrar en apoptosis.
Cuando €l virus carece de esta proteina solo puede
infectar alas células carentes de p53 funcional, que es el
hecho caracteristico de gran parte de las células cance-
rosas, por lo que consigue infectarlas y producir su lisis.
El primer estudio clinico consistié en latransferencia de
p53 a cénceres resistentes a tratamientos convenciona-
les (68). Se havisto actividad antitumoral tras inyeccion
directa de vectores de adenovirus en casos de cancer de
cabeza y cuello con mutaciones de p53 (69). El factor
limitante para su empleo parece ser la respuesta sistémi-
cay lareaccion inmune local que reduce la eficacia de
las inocul aciones sucesivas. La reaccion sistémica pare-
ce controlarse cuando se aplican varias inyecciones
sucesivas dentro de la primera semana.

Otras proteinas virales pueden inducir la apoptosis
por vias diferentes no mediadas por p53 como es €l caso
del adenovirus E4orf4 (70). Otra proteinaviral, la apop-
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tina, es responsable del efecto citopético del virus de la
anemiadel pollo (CAV) que también produce apoptosis
no dependiente de p53 pero si aumentada por bcl-2 (71).
El tratamiento génico con p53-adenovira ha sido estu-
diado en humanos con cancer de pulmén no microciti-
co, en e MD Anderson Cancer Center, en un estudio
fase I/11 (72). En este estudio se ha demostrado la buena
tolerancia a tratamiento con inyeccion intratumoral
mensual, combinada o no con cisplatino. La eficacia
rea de este enfoque terapéutico habra que valorarla
cuando se realicen estudios en fases mas avanzadas y
con mayor nimero de enfermos.

Uno de los vectores mas recientes esta basado en la
salmonella modificada genéticamente para reducir su
potencial patdgeno. Se ha construido un vector denomi-
nado VNP 20009, que se inyecta por viaiv en los tumo-
res (colon, pulmén, préstata, mama, €tc.) y que en
modelos murinos ha conseguido resultados esperanza
dores, por lo que se vaainiciar su estudio en humanos.

Vehiculos no viricos

Se pueden emplear complejos de liposomas catiéni-
cos o los plasmidos de ADN o bien otro tipo de particu-
las (73).

Vectores lipidicos cationicos (liposoma-p53). Son
menos potentes que los virales pero con ellos se obtiene
mayor difusion por todo el organismo. Laviaiv es poco
Gtil, por su rdpida captacion y destruccion por el higado
y por los componentes séricos, por lo que se prefiere la
forma topica a través de las mucosas. No producen una
respuesta inmune a diferencia de lo que ocurre con los
vectoresviralesy su efecto toxico consiste en la produc-
cion de sintomas similares a los gripales, cuando se
emplea la via aerosol. El estudio de Zou y col. (74) en
animales de experimentacion con tumores bronquiales
en fase inicial, ha mostrado la validez de este enfoque
por lo que se hainiciado un estudio en fase | en huma-
nos, que podra clarificar su capacidad terapéutica.

Genes suicidas

Consiste en el empleo de retrovirus en los que se sus-
tituyen los genes propios del virus por otros genes capa
ces de producir la muerte de la célula a través de la
expresion de enzimas y en otros casos se busca que €l
tumor sea sensible a profarmacos. Los retrovirus infec-
tan las células que estédn en multiplicacion, por lo que
podrian dafiar también a las células normales del orga-
nismo. El método de gen suicida mas empleado ha sido
el de la transduccion por retrovirus del gen HSV-
TK/GCV, que confiere sensibilidad frente al farmaco
ganciclovir (GCV) alas células proliferativas, pero no a
las quiescentes, como las células normales del cerebro.
El ganciclovir, que no es tdxico celular en condiciones
normales, se convierte en GCV-trifosfato que si lo es,
por medio de HSV-TK, inhibiendo la sintesis del ADN
y promoviendo la muerte celular (75). Se propugna su
empleo en los tumores del SNC debido alafalta, o ala
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lentitud de la division de sus células y quiza en otros
tegjidos con antigenos tumoral es especificos, uniendo el
gen suicida aun promotor especifico como afa-fetopro-
teinaen los hepatomas, o € c-erbB2/neu en los canceres
de mama.

Terapia antisentido

Disefiada especialmente para impedir o disminuir la
sobreexpresion de genes mutados, mediante la adminis-
tracion de fragmentos cortos de una de las hebras de
ADN, que se unen a los &cidos nucléicos usando pares
de bases complementarias. El objetivo de las moléculas
antisentido es el ARN mensajero que transporta infor-
macion desde | os genes a otras partes de la célula donde
se fabrican las proteinas, y con su bloqueo evita que se
elabore la proteina que se desea bloguear. Se han hecho
estudios contraras, p53, myc, ber-abl, bel-2, insulin-like
growth factor, etc. Uno delos primeros ensayos clinicos
se ha realizado en enfermos con linfoma no-Hodgkin
(76).

El nimero de nuevos productos basados en los cono-
cimientos de biologia molecular més recientes esta cre-
ciendo de forma rgpida en los Ultimos afios. En latabla
V se exponen agunos que ya han llegado a la préctica
asistencia y otros que se encuentran en fase avanzada
deinvestigacion.

TABLA YV

ALGUNOS NUEVOS FARMACOS BASADOS EN
CONOCIMIENTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Farmaco Accion Cancer
Ac monoclonales Anti CD20 LinfomasB
Ac monoclonales Anti HER2 GF Mama
Anti EGF Rifién, mama
prostata
Cabezay cuelo
Inhibicidn tirosina Inh recep PDGF Glioma
quinasa Inh recepEGF Varios
Varios
Inhibicidn farnesil Previene actividad Varios
transferasa deras
Inhibe CDK Bloqueo ciclo Varios
celular
Antisentido bcl-2 Restaura apoptosis Linfoma, varios
Virus con p53 Restaurap53 perdida  Pulmon, cabeza
ovario, higado
Adenovirus Muerte selectiva Cabezay cuello,
modificados decélulassin p53 TGl, ovario.

BIOLOGIA MOLECULAR EN EL CAMPO DE LA
RADIOTERAPIA

Cada vez se conocen mejor |os mecanismos molecu-
lares que condicionan los efectos de laradioterapiay las
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vias de produccién de sus efectos indeseabl es, tanto pre-
coces como tardios. La radioterapia induce maltiples
alteraciones bioldgicas como mutaciones, aberraciones
cromosomicas, transformacion celular o muerte celular,
através de la expresion de numerosos genes como
c-jun, c-fos, EGR-1, TNF, PDGF, TGF-b y otros.
Alguna de las expresiones génicas puede conferir efec-
tos protectores y sobre estos genes y sus productos se
centran los estudios para potenciar su efecto y tratar de
proteger los tejidos normales de los efectos de la irra-
diacion. Otros productos génicos aumentan la sensibili-
dad de las células frente alaradiacién y su potenciacion
puede ser Gtil si se consigue que interactlen especifica
mente con |os tejidos tumorales. Los efectos tardios de
la radioterapia parecen explicarse por las respuestas
retardadas y las mutaciones especificas que presentan
las células descendientes de las células irradiadas, que
produce inestabilidad del genoma (77). Parte de laines-
tabilidad pudiera atribuirse a la interaccion entre las
célulasradiadasy las no radiadas, por € conocido fené-
meno “bystander”.

Laexpresion del gen Elasensibilizalas células fren-
te a los efectos citotdxicos de algunos quimioterdpicos
como doxorubicina, cisplatino, etoposido o fluorouraci -
lo y también frente a los efectos de la radioterapiay su
accion es independiente del estado de p53y del resto de
alteraciones oncogenéticas de las células (78).

El gen bFGF puede proteger €l pulmén de la pneu-
monitis postradioterapia a través de una disminucion de
la apoptosis y de un aumento de la reparacién del ADN
del epitelio vascular (79).

INHIBIDORES SELECTIVOS DE DIANAS MOLECULARES

Se busca la inhibicion selectiva de los mecanismos
clave en la produccién y diseminacion del cancer como
son los de la angiogénesis (vasos y metaloproteinasas),
los responsables de sefides de proliferacion y transfor-
macion celular (factores de crecimiento, transmisores
de sefiales o reguladores de la transcripcién) (80).

L os factores angiogéni cos asociados con tumores son
numerosos. aFGF, bFGF, VEGF, PDGF entre otros; se
estdn desarrollando ensayos clinicos basados en estos
factores, no sdlo para tratamiento de enfermedades
tumorales sino de otras patol ogias como la reumatol 6gi-
ca, vascular, oftalmoldgica, etc. Mas de 30 productos
estén siendo estudiados, desde el marismastat a la tali-
domida o € neovastat. Algunos resultados son esperan-
zadores, aungque se han observado efectos toxicos no
esperados como la toxicidad neuroldgica -neuropatia
central y periférica-, ademés de anemia, trombocitope-
nia, leucopenia o alteracion de las pruebas de funcién
hepédtica (81).

La suramina puede bloguear launion de diversos fac-
tores de crecimiento como PDGF, TGF-b y ECG con
sus receptores y ha mostrado su eficacia en algunos
estudios iniciales sobre canceres de préstata y ovario
(82).

La progresion tumoral esta asociada con un aumento
de la actividad de las metal oproteinasas. Los inhibido-
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res de la matriz de las metaloproteinasas como el
marimastat o el batismastat tienen un efecto anti angio-
génico pero también intervienen en la regulacion de la
proliferacion celular, aunque su principal papel terapéu-
tico estarelacionado con lainhibicion delaaparicién de
metastasis y de la angiogénesis (83).

DIAGNOSTICO PREDICTIVO

El diagnostico predictivo es una nueva modalidad
epidemioldgica orientado especialmente a las enferme-
dades hereditarias entre ellas a algunos tipos de cance-
res que presentan este carécter. El conocimiento de los
genes causantes de canceres hereditarios o de los sin-
dromes de predisposicién a cancer es cada vez més
necesario para todos los clinicos , que debemos enfren-
tarnos con cierta frecuencia con cuadros familiares
donde se observan varios individuos con tumores, y que
motivan consultas y peticion de informacion para la
debemos estar preparados.

Lainactivacion de genes supresores es el mecanismo
mas frecuente en los sindromes hereditarios de predis-
posicion al cancer. Se ha observado (84) que embriones
de ratones homozigotos para la mutacion de p53 Ilegan
a nacer pero sufren la aparicion de diferentes tumores
antes de los 6 meses de edad; |os tumores mas comunes
son linfomasy sarcomas. P53 es responsable del sindro -
me de Li Fraumeni sindrome hereditario que predispone
alaaparicién de varios tipos de cancer dentro de lamis-
ma familia, predominando los sarcomas (osteosarco-
masy sarcomas de tejidos blandos), tumores cerebrales,
leucemias, canceres de glandulas suprarrenales, cancer
de mama, cancer de pulmén y otros. No todas las fami-
lias que presentan los criterios de diagnéstico de este
sindrome presentan mutaciones de p53 (85), por lo que
otros genes, todavia no reconocidos, podrian ser respon-
sables de buen nimero de casos de este sindrome. Aun-
gue las técnicas de deteccion actuales nos permiten
detectar las mutaciones en p53, su valor paraidentificar
e sindrome familiar de Li-Fraumeni es bgjo, tanto por
su rareza como por la existencia de mutaciones germi-
nales del gen que no se acompafian de la expresion
tumoral familiar caracteristica

El gen del retinoblastoma aisado en el ADN de
muestras de retinoblastoma (86) ha sido el primer gen
supresor aislado. El tumor aparece en nifios pequefios,
en general antes de los 5 afios y en un 25-30% pueden
ser bilaterales. El gen esta localizado en el cromosoma
13914y contiene el codigo de una fosfoproteina nuclear
(pRB) que se expresa en varios tipos de células, alo lar-
go detodo € ciclo celular.

El estudio de las mutaciones puede realizarse actual-
mente desde antes del nacimiento y es uno de los cance-
res hereditarios en los que los estudios genéticos fami-
liares debe ser préctica esténdar cuando se sospecha su
existencia (87).

Laformafamiliar del tumor de Wilms es infrecuente,
aproximadamente € 1% de todos los casos, incluso en
aquellos casos de presentacion bilateral, en su forma
mas extrema se presenta como € sindrome de WAGR
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(tumor de Wilms, aniridia, malformaciones genitourina
rias y retraso mental), en estos casos se ha observado
una delecion cromosomica en la banda 11p13 donde se
localizd en 1990 el gen WT1 (88,89). No es € Unico
gen causante del tumor de Wilms puesto que alteracio-
nes en 11p15 también lo producen (sindrome de Beck-
with-Wiedemann: tamafio grande a nacimiento, hiper-
trofia lingual, onfalocele, tumor de Wilms) e incluso
existen casos familiares sin mutacién en 11pl3 ni
11p15, por lo que se piensa que puede haber otros genes
responsabl es de estos casos hereditarios.

Aunque el gen puede ser estudiado, no se aconsgja el
estudio genético familiar como método estéandar de
diagndstico predictivo.

El gen apc, cuando esta mutado es € responsable del
sindrome de la poliposis familiar adenomatosa, que
puede presentarse con fenotipos variados como € sin-
drome de Gardner (asociacién con osteomas) o € de
Turcot (asociacién con tumores cerebrales). El gen apc
estalocalizado en 5q y fue clonado en 1991. Se encuen-
tra mutado en el 70% de las familias con estos sindro-
mes. Algunas familias con origen étnico definido, como
las de origen judio Askenazi, presentan una mutacion
especifica, 1a11303K, en la que el alelo mutado contie-
ne una sustitucion de un aminoécido, manteniendo a
pesar de ello una actividad funcional normal (90), aun-
gue la variante parece imprimir una mayor susceptibili-
dad para sufrir mutaciones sométicas. Estas familiastie
nen un aumento de riesgo, estimado en 2, de padecer
cancer de colon sin poliposis.

El sindrome familiar de predisposicién al cancer de
mama y ovario esta asociado a mutaciones en 10s genes
supresores BRCA1y BRCA2. Se caracteriza por laapa
ricion de canceres de mama de comienzo precoz y ata
frecuencia de bhilateralidad, acompafiandose o no de
canceres de ovario en la misma enferma o en algun
familiar; puede haber exceso de otros canceres en la
familia, como €l de prostatay el cancer de colon. El gen
BRCA1 esta situado en el brazo largo del cromosoma
17 (179) y € BRCA2 se localiza en e cromosoma
13g12-13. La dteracién en BRCA2 confiere menor
riesgo de padecer cancer de ovario que €l gen BRCA1,
pero tiene la peculiaridad de conferir mayor riesgo de
padecer cancer de mama en los varones. Una mutacion
especifica en € gen BRCA1, la localizada en 185 del
AG, se produce predominantemente en mujeres de ori-
genjudio Askenazi, y puede afectar al 1% de la pobla-
cion de este origen.

El gen de la neurofibromatosis, NF1, fue clonado en
1991; produce una proteina, la neurofibromina, que se
expresa en las neuronas, las células de Schwann, la
meédula suprarrenal y los leucocitos. La funcion de la
proteina esta relacionada con los microtdbulos y tam-
bién funciona como un regulador negativo del oncogén
ras (p21-ras) que es fundamental para muchas sefiales
intracelulares, transducciendo tanto sefiadles estimulan-
tes del crecimiento como sefiales de detencion del mis-
mo (91). El gen estalocalizado en 17g11.2. El gen NF2
se encuentra en 22ql11. El pandl de consenso para la
neurofibromatosis establecié en 1987 los criterios diag-
nosticos de NF-1 (neurofibromatosis periférica; enfer-
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medad de V on Recklinghausen) y de la neurofibromato-
sis 2, NF-2 (neurofibromatosis central) (92). La detec-
cion de NF1 y NF2 es posible en e momento actual
usando pruebas de proteinas truncadas para estudio del
NF1 y mediante SSCP y secuenciacién directa para
NF2. Con estas técnicas se detecta entre e 60-70% de
los casos tanto de NF1 como NF2 (93).

El sindrome de Bloom es otro de los sindromes here-
ditarios en los que el estudio familiar del gen mutado
estd recomendado. El gen responsable estd localizado
en 15026.1 y su funcién pudiera ser similar ala de las
helicasas. Los canceres que se asocian a este sindrome
son principalmente leucemiasy linfomas, en las dos pri-
meras décadas de la vida 'y canceres de laringe, pul-
mon, lengua, eséfago, colon 0 mama después de los 20
afos, apareciendo en general a edades mucho masjéve-
nes que sus homaol ogos esporadicos.

L os sindromes de neoplasia endocrina multiple estan
relacionados con mutaciones del oncogeén ret, localiza-
do en10g11.2. En los MEN2A més del 95% de las
mutaciones se localizan en los exones 10y 11, lo mismo
gue ocurre en la mayor parte de los casos de carcinoma
medular del tiroides (CMT) familiar. Los MEN2B se
caracterizan por una Unica mutacion en el codén 918
del ex6n 16. LosCMT del MEN2B se pueden encontrar
en nifios muy pequefios por lo que los métodos de diag-
nostico precoz deben iniciarse a los 2-3 afios de edad.
L os métodos de biologia molecular estan sustituyendo a
|os métodos bioquimicos de rastreo habituales (calcito-
nina). Mediante la blsqueda de la mutacién en ret se
pueden detectar los posibles portadores en edad més
joveny con métodos menos molestos paralos pacientes,
gue utilizando los métodos bioguimicos (94). La bis-
gueda de la mutacion es obligada en todos los casos de
CMT y en sus familiares.

El oncogén met esta relacionado con el carcinoma
renal familiar del tipo papilar. El gen estalocalizado en
7031.1-34. Esta entidad familiar es poco frecuente y €l
gen no hasido clonado.

Los melanomas familiares se asocian con frecuencia
a alteraciones en los cromosomas 1,6,7 y 9. El gen
supresor CDKN2 que codifica pl6 o €l oncogén CDK4
localizado en 1214 son algunos de |os genes relaciona
dos con este sindrome.

Cancer familiar de colon sin poliposis. Se han detec-
tado alteraciones en los cromosomas 2, 3y 7. Las muta
ciones conocidas afectan a los genes MSH2, MSH3,
MSH6, GTBP, MLH1, PMS1y PMS2, todos €llos son
genes responsables de lareparacién del ADN.

Xeroderma pigmentoso. En su desarrollo estan impli-
cados siete genes, identificados como XP (A, B, C, D,
E, F, G). la gravedad de la enfermedad depende de la
capacidad residual de reparacion del ADN.

POLIMORFISMOS GENICOS

Son variaciones en la expresion de proteinas encon-
tradas con frecuencia en la poblacién general. Algunos
confieren a sistema de detoxificacion una actividad
enzimatica diferente de la norma que, en individuos
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susceptibles, permite la formacién de complejos muta
génicos (95); en otros casos los polimorfismos se
encuentran en receptores que se unen a carcinégenos u
hormonas pudiendo conferir susceptibilidad a padecer
tumores y pudieran ser empleados en el futuro como
sefiales de predisposicion en e contexto de cuadros pre-
neoplésicos. Polimorfismos de p53 se han asociado con
un mayor riesgo de padecer cancer de mama, ovario y
otros (96-98).

TECNICAS

La tecnologia del “ chip” de ADN es la més revolu-
cionaria de las técnicas moleculares actuaes. La
secuenciacion automética ha sido la base del desarrollo
de estos métodos automaticos microscopicos, creando
micropanales que permiten, de forma automatizada, el
estudio de la expresion génica, el andlisis funcional,
mapeo genético y e genotipo de las muestras examina-
das. En un pedacito de cristal del tamarfio de una ufia se
pueden ordenar 30,000 secuencias cortas de ADN, a
una velocidad de 800 pocillos por minuto. Esta técnica
permite el andlisis simultaneo de cientos de genes. Tras
la unién con sustancias fluorescentes se pueden leer los
resultados con ordenador y compararlos con los obteni-
dos en otros sujetos (99). A partir de un diagnéstico
molecular répido y preciso, se podran activar nuevos
estudios de diagndstico, seguimiento y tratamiento de
las enfermedades tumorales, que pueden cambiar
amplios aspectos de laMedicina.

Enzimas de restriccion. Proteinas bacterianas que
cortan lamoléculade ADN en fragmentos, cadavez que
encuentra una determinada secuencia de nucledtidos. Se
aisan a partir de bacterias y se denominan con una
secuencia de tres o cuatro letras seguidas de un nimero
romano.

Southern Blot. Detecta variaciones en las secuencias
de ADN cortdndolo mediante enzimas de restriccion y
determinando e tamafio de los segmentos producidos.
El blot se hibrida con una sonda marcada con material
radiactivo y se autoradiografia para proceder a su lectu-
ra. Es un método muy eficaz para detectar delecciones
cromosdmicas.

Northern y Western Blot. Estudian la expresion de
los genes a través del ARN mensgero. Similares a
southern Blot.

Hibridacion in situ. (FISH por Fluorescence In Situ
Hibridization) Una sonda de &cido nucleico marcado,
aplicada directamente a las células o tegjidos donde se
incuban. La lectura se redliza directamente en los teji-
dosy se detectan las zonas de ADN alas que se ha uni-
do la sonda, aportando asi una informacion morfol 4gi-
ca, sobre la localizacién en el genoma de la regién
buscada.

Hibridacion gendmica comparativa (CGH). Es un
nuevo instrumento para estudio de la citogenética tumo-
ra que estudialas pérdidas y ganancias de las copias de
ADN, en todo & genoma con un solo experimento de
hibridacion y no necesita cultivos celulares previos.
Puede ser muy (til para mapear ateraciones cromoso-
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micas en diversos tumores (100), donde luego se pue-
den buscar las posibles mutaciones. Puede ser también
util para observar los diferentes cambios cromosomicos
en los distintos momentos evolutivos del tumor o para
valorar lamalignidad de algunas variedades tumoralesy
para comparar |os patrones de cambios genéticos entre
el tumor primitivo y sus metastasis.

Reaccion de la polimerasa (PCR) (101). Es la técni-
ca més importante para el andlisis del ADN recombi-
nante, descubierta en 1983 por Kary Mullisy por laque
recibié el premio Nobel en 1994. Mediante el empleo de
cebadores, fragmentos de ADN que son copias comple-
mentarias de las terminaciones de cada secuencia de
ADN que se quiere multiplicar. A la muestra se afiaden
cebadores mas nucledtidos libres, mas una enzima ter-
moestable que estimula la sintesis de ADN (Taq poli-
merasa). El conjunto se somete a tres fases de tempera-
turas diferentes, a 95° se produce la separacion de
hebras de ADN, a 55° la hibridacién del ADN con sus
complementarios y a 75° la sintesis de nuevo ADN a
partir de los lugares especificos donde se ha formado la
nueva doble hebra. La operacion se repite multiples
veces, en general 30 veces, al final de las cuales se pue-
den conseguir 1 millén de copias del ADN original.

SSCP (Sngle Srand Conformational Polymorp -
hism), desplazamiento en un gel no desnaturalizado de
fragmentos de ADN desdoblados y amplificados
mediante PCR. Las secuencias mutadas presentan una
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Durante los Ultilmos afios se han realizado grandes
avances en €l estudio de los mecanismos intracelulares
implicados en el control de laproliferaciony diferen-
ciacion delas células eucariotas. Existe unagran varie-
dad de moléculas (factores de crecimiento, citoquinas,
hormonas) que al interaccionar con sus receptores espe-
cificos en la membrana plasméati ca desencadenan en el
interior de la célula multiples cascadas de transduccion
de sefiales que conducen a la activacién o represion de
los genes que controlan los procesos de proliferacion y
diferenciacion celular. Estos procesos deben estar some-
tidos a un control riguroso dentro de la célula, ya que
aberraciones genéticas en estos factores de crecimiento,
en sus receptores y en las rutas de transduccién de sefia-
les conducen a un crecimiento anormal, al Cancer. Debi-
do alacomplejidad de estos procesos, en este tema estu-
diaremos en detale las rutas de sefidizacion
intracel ulares desencadenadas por péptidos de lafamilia
deinsulina/l GF-I, cuyo mecanismo bioldgico de accion
seiniciatras launion a sus receptores especificos de
membrana que poseen actividad intrinseca tirosina qui-
nasa. Al final del capitulo desarrollaremos los resultados
maés rel evantes realizados en nuestro laboratorio durante
los Ultimos afios sobre el papel delainsulinay el 1GF-I
en laproliferacion y diferenciacion en e modelo celular
de adipocitos marrones fetales en cultivo.

ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE INSULINA/IGF-I

Aungue € receptor de insulina/I GF-1 se expresaen la
mayoriade las células de los vertebrados, sus niveles de
expresion son muy variables. El gen que codificapara el
receptor de insulina se localiza en €l brazo corto del cro-
mosoma humano 19; su longitud es de 150 kilobases y
contiene 22 exones que codifican paraun cDNA de 4.2
kilobases (Seinoy col., 1990). El gen que codificapara€

receptor de IGF-I humano se localiza en el cromosoma
15y contiene 21 exones (Abbot y col., 1992). La organi-
zacion de losintrones y exones es muy similar en ambos
tipos de receptores. El receptor de insulina/l GF-1 es una
glucoproteina que contiene cuatro subunidades. dos
subunidades a extracelularesy dos subunidadesb intra-
celulares. Ambas subunidades derivan de un mismo pro-
receptor que tras una proteolisis liberalas subunidades a
y b que quedan unidas entre si por puentes disulfuro pri-
marios formando dos unidades ab. A continuacion, se
produce la unién por puentes disulfuro secundarios de las
dos unidades ab resultando € dimero a2b2 que constitu-
ye e receptor maduro (Figura 1). Las subunidades a
extracelulares se caracterizan por presentar un dominio
rico en cisteina, en el que se encuentra la secuencia de
amino&cidos implicada en launién al ligando. Reciente-
mente se ha propuesto la existencia de dos sitios de unién
alainsulina/IGF-I en cada subunidad a (sitios 1a y 2a)
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Fig. 1. Estructura del receptor de insulina/IGF-1.
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(White 1997). Las subunidades b presentan unaregion de
yuxtamembrana codificada por e exén 16 que contiene
diversos residuos de serina 'y a menos un lugar de
autofosforilacion, latirosina 960 que se encuentra en un
entorno de aminoacidos NPXY*®, Esta regién es esencia
paralatransmision de la sefial de manera que la sustitu-
cién de laTyr* por fenilalaninainhibe los eventos poste-
riores en la cascada de sefializacion a pesar de que lafos-
forilacion en tirosina de otros residuos no se encuentra
alterada (Whitey col., 1988a). Las subunidades b presen-
tan también en laregién intracelular una zona de unién
para ATP, asi como numerosos residuos tirosina suscep-
tibles de fosforilacion que se sittan principalmente en el
dominio regulador y en laregion C-terminal (Whitey
col, 1988b, Whitey Kahn, 1994). Este dominio contiene
los residuos de autofosforilacion Tyr y Tyr*2 ademas
deresiduos serinay treonina. Deleciones en laregién C-
terminal del receptor reducen la autofosforilacién en tiro-
sina sin modificar la asociacion del receptor con otras
proteinas (Yamamoto y col., 1993). Entre ambos domi-
nios (extracelular eintracelular) se encuentra el denomi-
nado dominio de transmembrana cuya funcion es estabi-
lizar los cambios conformacionales originados en la
molécula del receptor traslaunion del ligando. Launién
del ligando a dichos sitios induce interacciones al ostéri-
cas entre las dos subunidades a y b dentro del complejo
estabilizado por puentes disulfuro. Esto originala estimu-
lacion de la actividad tirosina quinasaintrinseca, produ-
ciendo la autofosforilacion en varios residuos tirosina
(por fosforilacién cruzada de una subunidad b sobre la
otra). Este modelo de dimerizacion aostérica no es
exclusivo delos receptores de insulinall GF-1, sino aplica-
ble ala mayoria de |os receptores tirosina quinasa inde-
pendientemente de sus diferencias estructurales.

Ademés de las fosforilaciones en tirosina, €l receptor
de insulina también se fosforila en residuos de serinay
treonina en respuesta ainsuling, produciéndose una dis-
minucion en los niveles de fosforilacion en tirosina. Los
lugares de fosforilacién en serina podrian ser Ser?,
Ser»4 y Thri=¢ (White, 1997). Todavia no se conocen
las enzimas implicadas en estas fosforilaciones en seri-
na. Por tanto, la combinacion de la unién del ligando,
las fosforilaciones en tirosina y las fosforilaciones en
serinaltreonina constituyen los puntos de control sus-
ceptibles de regulacion por los estimulos tanto extrace-
lulares como intracelulares.

A pesar de la semejanza estructural (80% de homolo-
giaen las subunidades a) de los receptores de insulina e
IGF-I, ambas moléculas se unen especificamente a sus
propios receptores. El receptor del IGF-1 presenta una
constante de disociacion del orden de 0.2-1 nM para €l
IGF-I siendo su afinidad para la insulina del orden de
500-100 veces menor. El receptor de lainsulina presen-
ta una alta afinidad parala hormona (kd 0.2-1 nM) que
es 100 veces menor para el IGF-I (Jones y Clemmons,
1995). Sin embargo, receptores hibridos formados por
unaunidad ab del receptor deinsulinay otra unidad ab
del receptor del IGF-1 presentan afinidades que se ase-
mejan al receptor del IGF-I, sugiriendo la posibilidad de
gue esta molécula puede gjercer sus aciones bioldgicas
através de ambos receptores (Le Roith y col., 1995).
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PROTEINAS FOSFORILADAS POR EL RECEPTOR DE
INSULINA/IGF-I

1L IRSVIRS2

Entre los sustratos con los que interacciona el recep-
tor de insulina/l GF-| fosforilado, las proteinas IRS (sus
trato del receptor delainsuling) y las proteinas SHC son
las que mejor se han caracterizado. Dentro de las proter-
nas IRS se han identificado cuatro miembros (IRS-1,
IRS-2, IRS-3, IRS-4). El primero que se caracteriz6 fue
e IRS-1 (Suny col., 1991) apartir de células de hepato-
ma estimuladas con insulina mediante inmunoprecipi-
tacién con anticuerpos antifosfotirosina. En un principio
se denomind ppl85 en base a su movilidad en geles de
SDS-PAGE. Esta molécula se purificd a partir de higa
do de ratay de unalinea celular adipociticay posterio-
mente se redlizd su clonge en rata, ratén y humano
(White, 1997). El tamafio de su cDNA predecia una
proteina de 131 kDa. Sin embargo, la migracion que se
observaba en geles de acrilamida era debida a que se
encontraba altamente fosforilada. El gen que codifica
parael IRS-1 carece de intronesy en humanos se locali-
zaen € cromosoma 2qqg36-37 (Araki y col., 1993). El
mMRNA se encuentra generalmente en bagjos niveles y
presenta en humanos dos formas de tamafios 6.9 kb y 6
kb y en roedores 9.5 kb. En tejidos fetales el mRNA del
IRS-1 se puede detectar mediante la técnica de PCR.

Poco tiempo después de laidentificacion y clongje del
IRS-1, en la mismalinea de hepatoma se encontro otra
proteina altamente fosforilada en tirosina que en un prin-
Cipio se designé como ppl85™™ (Mirapeix y col., 1992).
Asimismo se detectd otra proteina similar a ésta en una
linea de células migloides que se design6 como 4PS (sus-
trato del receptor de interleukina 4) ya que se identificd
tras la estimulacion de estas c8ulas con interleukina 4.
Unavez realizada la purificacion y clongje de esta pro-
teina se obsevd que existia una homologia estructura
importante con € IRS-1, sugiriéndose que podriatratarse
de dos miembros de una misma familia. De esta manera
estanueva proteina se denominé IRS-2 (Suny cal., 1995).
Entreel IRS-1y el IRS-2 existia un 43% de homologia
distribuida en los distintos dominios de ambas proteinas
(Figura 2). Dicha homologia se centraba en las regiones
IH1y IH2 situadas en laregion N-terminal delos IRSs.

Las proteinas | RSs contienen numerosos residuos de
tirosina susceptibles de ser fosforilados en laregion car-
boxilo terminal (Figura 2). Concretamente el IRS-1 pre-
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Fig. 2. Estructura de las proteinas IRS YIRS 2.
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senta 21 residuos tirosina susceptibles de fosforilacion
por receptores de tipo tirosinaquinasa (Suny col., 1991).
En estaregion lahomologiaentreel IRS-1y e IRS-2 es
del 35% (Suny col., 1995) de manera que se conservan
14 residuos tirosina. Se han realizado estudios muy deta-
Ilados sobre los residuostirosinadel IRS-1 que son fosfo-
rilados por la actividad tirosina quinasa del receptor de
insulina activado por la hormona. Entre estos se encuen-
tran lastirosinas 618, 628, 639 y 987 que estan dentro de
lasecuenciatipo YMXM, ademas de otros residuos que
no se encuentran dentro de estas secuencias pero estan
préximos a residuos aspartato o glutamato.

Ademés de los residuos tirosing, las proteinas IRSs
contienen al menos 30 residuos de serinay treonina sus-
ceptibles de ser fosforilados por diversas proteinas qui-
nasas. Curiosamente, en células que no fueron estimula
das con insulina €l IRS-1 presentaba altos niveles de
fosforilacion en serina (Sun'y col., 1991) que eran capa
ces de inhibir la propia fosforilacién en tirosina de esta
molécula (Jullieny col., 1993).

INTERACCION ENTRE Y LAS PROTEINAS IRS-1/ IRS-2
Y EL RECEPTOR DE INSULINA/IGF-I

Lainteraccion entre el receptor de insulina/l GF-1 con
diversas proteinas celulares se ha estudiado extensiva-
mente durante los Ultimos afios y sugiere la existencia
de un mecanismo comin. Concretamente la regién N-
terminal del IRS-1 medialainteraccién con la Tyr** del
receptor de lainsulina (Myersy col., 1995). Al compa
rar la region N-termina del IRS1 y del IRS2 se
encuentran las dos regiones conservadas (IH) que se
han designado como IH1™ y [H2"™® en base a la simili-
tud con los dominios de homologiaa plecstrina (PH) y a
los dominios PTB (phosphotyrosine binding domains)
existentes en diversas proteinas (Figura 2). El dominio
IH1™ contiene 109 aminoé&cidosy presenta una homol o-
gia del 69% entre e IRS-1y e IRS-2. El dominio
IH2"™® se encuentra separado del |H1™ por una regién
variable de 40 aminoacidos y presenta una homologia
del 75% entre ambas proteinas IRS. Se ha identificado
un tercer dominio que comprende |os residuos 313-462
del IRS-1 (dominio SAIN) que presenta una homologia
bgja entre e IRS-1 y el IRS-2. Se sospecha que este
dominio regulalainteraccion de los IRSs con otras pro-
teinas de la cascada de sefializacion sin estar implicado
en lainteraccion de los IRSs con € receptor.

El dominio IH2™® interacciona con los residuos que
se encuentran en la secuencia consenso NPXY presente
en |os receptores de insulina/l GF-1 e interleukina 4. Por
tanto, este dominio parece mediar la interaccién de los
IRSs con el receptor mediante |a asociacién con €l resi-
duo Tyr*® de este tltimo (Gustafson y col.,1995).

ASOCIACION DE LASPROTEINASIRS-1/ IRS/2 CON
DOMINIOS SH2

El receptor de lainsulina, adiferencia de otros recep-
tores tirosina quinasa se asocia pobremente con protei-
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nas que presentan dominios SH2 (dominios de 100 ami-
noécidos con homologia a regiones no cataliticas del
protooncogén src) (Myersy col., 1995). Sin embargo,
las proteinas IRS funcionan como intermediarios entre
el receptor de insulinay varias proteinas SH2 encarga
das de transmitir la cascada de sefiaizacion al nucleo. A
continuacién describiremos las proteinas SH2 més
importantes que interaccionan con las proteinas IRSs.

Fosfatidilinositol 3-quinasa

La fosfatidilinositol 3-quinasa (Pl 3-quinasa) fue la
primera proteina con dominios SH2 que se encontrd
asociada con e IRS-1 (Suny col., 1991) tras la estimu-
lacion coninsulina o IGF-I. Se trata de un heterodimero
compuesto por dos subunidades: una subunidad regula-
dora de 85 kDa (p85) y una subunidad catalitica de 110
kDa (p110). La subunidad reguladora contiene dos
dominios SH2 (Shepherd y col., 1998). En células neu-
ronales se ha encontrado una subunidad reguladora de
55 kDa (p55™) que se asocia especificamente con €l
IRS-1 (Ponsy coal., 1995). El IRS-1 contiene a menos 4
regiones que interaccionan con los dominios SH2 de la
p85: YMPM >Y**MNM>Y M TM y Y*“ICM (Sun'y
col., 1993). Esta asociacion IRS-1/p85 es suficiente
paraactivar el enzima, que fosforila el anillo de inositol
en la posicién 3" generando fosfatidilinositol 3-fosfato
(PIP).

Uno de los efectos mas estudiados que ocurren en la
céula como consecuencia de la estimulacion por insuli-
na o |GF-l es un aumento en el transporte de glucosa en
los tegjidos sensibles a insulina. Este hecho se produce
gracias a la traslocacion del transportador de glucosa
sensible a insulina (GLUT4) desde compartimentos
intracelulares a exterior de la célula (Lienhard y col.,
1992). Estos resultados han sido posibles gracias a
empleo de moléculas inhibidoras de la Pl 3-quinasa
(wortmanina'y LY 294002) que inhiben completamente
el transporte de glucosa estimulado por insulina/l GF-I
(Okada y col., 1994), asi como por la utilizacion de
mutantes dominantes negativos de la p85 (Dp85) que
producen e mismo efecto que los compuestos inhibido-
res del enzima (Hara y col., 1994). Sin embargo, es
importante sefidlar que la activacion de la Pl 3-quinasa
mediada por otros receptores no induce aumentos en el
transporte de glucosa.

A pesar de que la principal via de activacion dela Pl
3-quinasa por la insulina tiene lugar por medio de la
asociacion de lap85 con las proteinas IRSs, se han des-
crito otros mecanismos que regulan la activacion de la
Pl 3-quinasa. Rodriguez-Vicianay col., (1994) han des-
crito que la interaccion de la p110 con la forma activa
de laproteina p2lras (rasGTP) induce la actividad de la
Pl 3-quinasa. Sin embargo Hu y col, (1995) han pro-
puesto que seriala Pl 3-quinasa la molécula que activa-
riap21ras. Por tanto, podriamos decir que, dependiendo
del sistema celular en estudio, se produciria uno u otro
mecani smo.

Existen un gran nimero de evidencias que indican
gue la activacion de la Pl 3-quinasa es necesaria y en
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algunos casos suficiente parainiciar algunas de las rutas
de sefidizacién estimuladas por insulina/l GF-I , 1o que
parece sugerir que la Pl 3-quinasa es la cabeza de una
cascada de transduccion de sefiales. Entre las proteinas
activadas por la Pl 3-quinasa se encuentra la Akt/PKB.
Se trata de una serina/treonina quinasa compuesta por
un dominio de homologia a plekstrina en la region ami-
no terminal, seguido de un dominio catalitico y una
region reguladora carboxilo terminal (Andjeelkovic y
col., 1995). Se han identificado tres isoformas de pKB
(PKBa, PKBb y PKBg), que se activan de distinta for-
ma seglin los diferentes tejidos (Konishi y col., 1994,
1995, Walker y col., 1988). Numerosos datos indican
gue la activacion de la Pl 3-quinasa es necesaria'y sufi-
ciente para la activacion de todas las isoformas de la
PKB por los factores de crecimiento. Ademas se ha
demostrado que la activacion de PKB es blogueada tan-
to por los inhibidores quimicos de la Pl 3-quinasa como
por los mutantes dominantes negativos de lap85 y dela
propia PKB (Franke y col., 1995, Burgering y Coffer,
1995, Bos 1995, Andjelkovic y col., 1997, Meili y col.,
1998). La activacion de la PKB por la Pl 3-quinasa se
produce mediante lafosforilacion reversible en los resi -
duos Ser“® y Thr*®, Recientemente se ha caracterizado
una quinasa responsable de la fosforilacion en Thr®,
denominada PDK-1 (Alessi y col., 1997, Stephens y
col, 1998). Ademas se ha observado que la PDK-1 pre-
senta un dominio PH por el que se une a PIP,, siendo
probable que se induzca un cambio conformacional de
manera que la Thr*® sea més accesible ala PDK-1. La
quinasa responsable de la fosforilacion de la PKB en el
residuo Ser** todavia no se ha identificado. Sin embar-
go se ha detectado su actividad y por ello se le ha deno-
minado PDK-2.

Con respecto a los posibles sustratos de la PK B/Akt,
el mgjor caracterizado es la glucégeno sintasa quinasa-3
(GSK3), que resultainactivada por lafosforilacién en el
extremo N-terminal en respuesta a la insulina (Van
Weeren y col., 1998). Por Ultimo, se ha descrito que la
PKB activada estimula €l transporte de glucosa y la
tradocacion del GLUT4 a la membrana plasmética
(Ueki y cal., 1998).

Recientemente se ha descrito la regulaciéon de los
miembros de la subfamilia de las proteina quinasa C
(PKC) (concretamente las PKCs convencionales) por
fosforilacion por la PDK-1 (Duntil y col., 1998). Ade-
més, estudios realizados en varios laboratorios han
sugerido que otros miembros de lafamiliade la proteina
quinasa C son activados por los inositoles fosfato Pl
(3,4P,y PI(3,4,5)P, , concretamente las PK Ce, PKCh y
PKCz (Toker y Cantley 1997, Toker 1998). Sin embar-
go, estos resultados son muy dependientes de las condi -
ciones experimentales empleadas. Recientemente se ha
implicado laPKCz en la estimulacion del transporte de
glucosa (Bandyopadhyay y col., 1997).

Otra proteina que resulta activada por la Pl 3-quinasa
eslaproteina p70 S6 quinasa (P70**) cuyafuncién esla
fosforilacion de la proteinaribosomal S6. Se trata de un
componente de la subunidad pequefia de los ribosomas
y resulta fosforilada cuando se estimula la sintesis pro-
teica (Proud, 1996). Recientemente se han encontrado
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evidencias que indican la activacién de la P70 por la
activacion de la Pl 3-quinasay de la PKB/AKt. Por tan-
to, la activacién de la P70% resulta inhibida en presen-
ciade los inhibidores quimicos y dominantes negativos
dela Pl 3-quinasa (Chung y col, 1994, Shepherd y col,
1998). Ademés, la expresion constitutiva de un mutante
activo de la PKB es capaz de activar la P70% (Kohny
col., 1998). Sin embargo, no se ha demostrado todavia
la fosforilacion directa de la P70% por PKB aunque la
PDK-1 fosforila directamente la P70 en los residuos
Thr®2 y Thr*® (Pullen y col, 1998). Por tanto, algunos
autores consideran que PKB puede actuar por arriba o
en paraelo ala activacion de la P70%. La observacion
de que lafosforilacién y activacion de la P70 esinhi-
bida en presencia de rapamicina, sugiere que la Unica
diana para la rapamicina en mamiferos mTOR podria
ser un componente de la cascada de sefializacion de la
insulina (Shepherd y cal., 1998).

Fosfotirosina fosfatasa (SHP-2)

Se trata de una proteina SH2 con actividad tirosina
fosfatasa que se encuentra expresada en todas las célu-
las de mamiferos. Esta proteina se encuentra también
asociada a los receptores de PDGF y EGF. Durante la
asociacion de SHP-2 con estos receptores, esta fosfatasa
se fosforila en residuos tirosina produciéndose un
aumento significativo en su acividad fosfatasa. Sin
embargo, €l papel especifico de SHP-2 en la cascada de
sefidlizacion de insulina/l GF-I no esta del todo claro.
Recientemente se ha descrito la asociacion de SHP-2
con € residuo Tyr*“* de la cadena b del receptor de la
insulina (Kharitonenkov y col., 1995), lo cua podria
contribuir a estabilizar la interaccion receptor/IRS-1.
Asimismo, Myersy col. (1998) han obtenido un mutan-
te del IRS-1 sustituyendo las dos tirosinas del dominio
C-terminal implicadas en la union a SHP-2 por feni-
lalaninas. Dicho mutante mostraba mayores niveles de
fosforilacion en tirosing, asi como mayor activacion de
laPl 3-quinasa. Por tanto, estos autores proponen que la
asociacion de IRS-1 con SHP-2 atenla la cascada de
sefializacion por debajo de IRS-1, asi como los efectos
metabdlicos inducidos por lainsulina.

Proteina adaptadora GRB-2

La proteina GRB-2 es una proteina citosdlica peque-
fla que contiene dos dominios SH3 y un dominio SH2
mediante e cual interacciona con IRS-1y IRS-2. El
laboratorio de M. White ha estudiado en detalle lainte-
raccion IRS-1 con GRB-2. Estos autores han descrito
gue la mutacion de la Tyr® del IRS-1 por fenilalanina
inhibe la asociaciéon IRS-1/GRB-2 (Myers et a., 1994).
La proteina GRB-2 es una molécula adaptadora que
interacciona con la proteina mSOS por los dominios
SH3. Esta proteina es una molécula intercambiadora de
nucledtidos de guanina de la proteina p21ras. En células
no estimuladas p21ras se encuentra unido a GDP. Tras
la estimulacién de las células con insulina se activa
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p21ras mediante € intercambio de GDP por GTP. La
proteina p21ras esta codificada por unafamilia de genes
(H-, K-y N- ras) y se encuentra anclada por farnesila-
cion a la cara interna de la membrana plasmatica. La
proteina ras tiene actividad GTPasica intrinseca depen-
diente de una proteina de 120 kDa denominada GAP.
La pérdida de la actividad GTPésica intrinseca de ras
por una mutacion puntual en €l codon 12, 13 6 61 pro-
duce una proteina ras permanentemente activa y ata-
mente oncogénica implicada en numerosos tumores
humanos (Santos y Nebreda 1989).

La activacion de p2lras induce la traslocacion a la
membranay laactivacion de aguno de los miembros de
la familia de las Raf-quinasas (c-Raf, A-Raf y B-Raf),
una serinaltreonina quinasa que interacciona con
p21rasGTP por un mecanismo todavia no bien estable-
cido (Warney col., 1993). De esta manera la proteina
Raf quinasa activadafosforilay activala proteina MEK
(también conocida como MAP quinasa quinasa,
MAPKK o MKK1/2), que asu vez fosforilay activala
MAP quinasa (Avruch y col., 1994). Ademas, las MAP
quinasas se pueden traslocar a nucleo donde fosforilan
una gran variedad de factores de transcripcién (Chen y
col, 1992, Davis 1993, Hill y Treisman 1995).

Tradicionamente se haimplicado larutade las MAP
quinasa en los procesos de proliferacion y diferenciacion
celular. El IGF-1 y lainsulinag, asi como otros factores de
crecimiento, activan las MAP quinasas en diferentes
tipos celulares (Ray y Sturgill 1987, Porrasy col, 1998,
De Vries-Smitsy col., 1992). Sin embargo, tal como
detallaremos posteriormente, el papel delas MAP quina-
sas en laregulacion del balance proliferacion/diferen-
ciacion continlia sin conocerse completamente.

2.8HC

Otra proteina que resulta fosforilada por la actividad
tirosina quinasa del receptor de insulina/l GF-1 es SHC.
Esta proteina no es exclusiva de la sefializacion intrace-
[ular inducida por insulina/l GF-1, sino que también par-
ticipa en las rutas de transducci6n de sefiales que condu-
cen a la proliferacion de muchos tipos celulares
inducida por EGF, PDGF y NGF.

Laestructura de SHC se muestra en laFigura 3. Esta
proteina consta de 3 dominios diferentes: un dominio
amino terminal denominado PTB (de phosphotyrosine
binding domain) por & cua SHC se asocia con la
secuencia NPX-Y (P) del receptor de insulina, un domi-
nio de homologia a colageno rico en residuos de prolina
y un dominio C-terminal también [lamado dominio SH2
(Pelicci y col., 1992, Isakoff y col., 1996). En realidad
SHC se compone de tres isoformas. p46%c y p52%c©
generadas por diferentes lugares del inicio de la traduc-
cion y p66s*c que se genera por un procesamiento alter-
nativo. La estimulacion delas células por los factores de
crecimiento mencionados conduce a la fosforilacion en
tirosina de SHC que conduce ala asociacién con GRB-
2. Esta asociacién se produce a través del dominio SH2
de GRB-2y € residuo Tyr®’ localizado en la region de
homologia a colédgeno de SHC (Ishiharay cal., 1997).
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Fig. 3. Estructura de SHC.

Por tanto, esta asociacion SHC/GRB-2 conduce a la
activacion de p2lras y por tanto, a la activacion de las
MAP quinasas (Skolnik y col., 1993). Recientemente se
han descrito otras proteinas que se asocian con SHC
como son: la tirosina fosfatasa PEST (Habib y col.,
1994) que se asocia a los residuos Ser® y Ser® de SHC,
las adaptinas implicadas en la endocitosis del receptor
gue se asocian alos aminoécidos 346-355 en el dominio
de homologia a colageno (Okabayashi y col., 1997) y
por ultimo una fosfoproteina de 145 kDa llamada SHIP
gue se une alos aminoéacidos 46-232 del extremo amino
terminal de SHC y es una inositol-fosfatasa (Damen y
col., 1996). Sin embargo, solamente la asociacion
SHC/GRB-2 via Tyr®" es esencia para la activacién de
las MAP quinasas (Ishiharay col., 1997).

3. OTROS SUBSTRATOS DEL RECEPTOR DE INSULINA/IGF-

Ademés de IRS-1/2 y SHC en los Ultimos afios diver-
sos grupos de investigacion han encontrado nuevas
moléculas substrato del receptor de insulina. Dentro de
la familia de los IRSs se incluyen dos nuevos miem-
bros: IRS-3 e IRS-4. El IRS-3 se purificd apartir de adi-
pocitos blancos de rata estimulados con insulina (Lavan
y col., 1997a). Esta proteina de 60 kDa se fosforila en
tirosina en respuesta a insulina y en consecuencia se
asocia preferentemente a la subunidad p85 de la Pl 3-
quinasay alafosfatasa SHP-2 (Ross y col., 1998). Con
respecto al IRS-4, esta proteina de 160 kDa se encontré
en células de rifién de embrion humano (células HEK)
(Lavan y col., 1997b) y se asocia principamente a la
p85 y a GRB-2 en respuesta a insulina (Fantin y col.,
1998).

Mediante la utilizacion de la técnica del doble hibri-
do se han encontrado una nuevas proteinas sustrato del
receptor de insulina/lGF-I: la proteina Grb10 que se
asocia tanto al receptor de insulina como a del 1GF-I
(Laviolay cal., 1997) y la proteina Gabl que se asocia
al receptor de insulina asi como a la p85 y a SHP-2
(Rocchi y col., 1998). Por dltimo, Ohan y col. (1998)
han descrito un nuevo substrato del receptor deinsulina,
la proteina xIRS-u, cuyo dominio PH parece inhibir la
sefializacion intracelular de lainsulina
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PAPEL DE LA INSULINA Y EL IGF-I EN LA PROLIFERACION
Y DIFERENCIACION DE LOS ADIPOCITOS MARRONES
FETALES

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un mode-
lo de células mesenquiméticas no fibroblasticas, |os adi-
pocitos marrones fetales de rata, que expresan un alto
ndmero de receptores de alta afinidad tanto paralainsu
lina como parael IGF-I (Lorenzoy col., 1993, Terud y
col., 1996). Por tanto, este modelo celular resultaintere
sante para € estudio de los mecanismos moleculares de
proliferacion y diferenciacion celular inducidos por
estas moléculas en condiciones fisiologicas en células
primarias, sin tener que recurrir ala que sobreexpresion
de los receptores.

En este sistema celular € IGF-I "per se" actlia como
un mitégeno, induciendo la sintesis de DNA, y dupli-
cando & numero de céulas cada 48 horas. Este factor
induce la transcripcion de un grupo de genes relaciona-
dos con la proliferacion celular de forma gradua en el
tiempo: C-fos a 30 minutos, c-myc a2 h, H-rasa4 hy
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (un gen implicado en
la formacion de ribosa 5-fosfato para la replicacion del
DNA) a 24 h. Iguamente, e IGF-1 aumenta la cantidad
de proteina PCNA (cofactor de la DNA polimerasa d)
gue es un marcador de lafase S del ciclo celular (Val-
verde y col., 1991, Lorenzo y col., 1993, Valverde y
col., 1995, Benito y cal., 1996). Por todo €ello, podemos
decir que € IGF-I se comporta en adipocitos marrones
fetales primarios como un auténtico factor de creci-
miento, de potencia similar a suero fetal bovino. Asi,
nuestro siguiente objetivo fue caracterizar la cascada de
sefializacion intracelular por la cual el IGF-I gercia sus
acciones mitogénicas en estas células. Para €llo, adipo-
citos marrones quiescentes (cultivados en ausencia de
suero durante 20 h) se estimularon con dosis fisiol 6gi-
cas de IGF-I (1,4-14 nM) durante 5 minutos encontran-
dose un aumento muy rapido de la autofosforilacion de
la cadena b del receptor del IGF-I (Vaverde y col.,
1996). En consecuencia, se producian aumentos parale-
los en lafosforilacion en tirosina de las proteinas IRS-1,
IRS-2y SHC (Vaverdey col., 1996, 1998a) que condu-
cian a un aumento en la cantidad de proteina activa
rasGTP. A partir de este momento encontramos que la
cascada mitogénicainducida por €l IGF-I divergia hacia
e nucleo implicando la activacion de dos serinaltreoni-
na quinasas. Raf-1 quinasa y la proteina quinasa C z
(isoformadela PKC que Diaz Meco y col., 1994 descri-
bieron como proteina efectora de ras), y en consecuen-
cia activaban las MAP quinasas. La activacion de estas
proteinas (Raf-quinasay PKC z) era bloqueada en pre-
sencia de agentes elevadores de los niveles de AMP
ciclico intracelulares, y representan un punto de regula-
¢ion negativa descrito por primeravez en larutade acti-
vacion mitogénicadel IGF-I.

Ademés del papel mitogénico del IGF-I en los adipo-
citos marrones fetales de rata, el IGF-1 es un factor que
induce, simultaneamente a la mitogénesis, la diferen-
ciacion de estas células induciendo tanto la sintesis lipi-
dica como la expresion de la proteina desacoplante
(UCP1) que constituye el marcador especifico de lafun-
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cion termogénica del tejido adiposo marrén (Lorenzo y
col., 1993). En un intento de dilucidar la cascada de
sefializacion intracelular por la cual € IGF-1 induce la
diferenciacion de este tejido, se procedio a tratamiento
de los adipocitos marrones con inhibidores especificos
delaPl 3-quinasa en ausencia o presenciadel IGF-I. La
inhibicién de la actividad Pl 3-quinasa en estas células
conducia a la inhibicion total de la expresion de los
RNAs mensgjeros de las enzimas lipogénicas, asi como
de la expresiéon de la UCPL (Vaverde y col., 1997a).
Ademés, €l transporte de glucosa inducido en presencia
de dosisfisiolégicas de IGF-I seinhibiatras el pretrata-
miento de las células con los inhibidores de la Pl 3-qui-
nasa. Asimismo, la presencia de los inhibidores de la Pl

3-quinasa inhibia la transactivacion del promotor de la
UCP1 (Teruel y cal., 1998). Como se ha descrito ante-
riormente dos moléculas situadas por debajo de la Pl 3-
quinasa en la cascada de sefidizacién son la proteina
quinasaC z (PKC z) y lap70* quinasa. Lainhibicién de
la Pl 3-quinasa conducia a una inhibicién paralela de la
p70® quinasa. Asimismo, la expresion de los genes adi-
pogénicos y termogénicos inducida por € |GF-I resulta:
ba parcialmente inhibida en presencia de rapamicina, un
inhibidor especifico de la p70* quinasa. Por tanto, estos
resultados indicaban que otras moléculas diana de la Pl

3-quinasa podrian participar en la sefializacion intrace-
lular que conduce hasta el nucleo donde se regula la
expresion génica. En este sentido, se habia descrito que
la proteina quinasa C z era activada por los inositoles
fosfato (PIP,) resultantes de la accion de la Pl 3-quinasa
sobre los lipidos de membrana. Asi, la actividad de la
PKC z inducida por € 1GF-I en los adipocitos marrones
se blogueaba totalmente en presencia de los inhibidores
delaPl 3-quinasa. Estos resultados implicaban por pri-
meravez ala Pl 3-quinasacomo moléculaintermediaria
en la propagacion de la sefia intracelular que conduce
a nucleo pararegular laexpresién de los genesimplica
dos en la diferenciacién adipogénica y termogénica del
tegjido adiposo marrén. Sin embargo, la mitogénesis de
los adipocitos marrones inducida por € 1GF-1 se mos-
traba independiente de la Pl 3-quinasa. En las figuras 4
y 5 se muestra un esguema de las rutas de sefiaizacion
por las cuales e IGF-I induce la proliferacién y diferen-
ciacion de los adipocitos marrones fetal es.

Ademas del IGF-I, lainsulina es un potente inductor
de ladiferenciacion del tejido adiposo marrén en la eta-
pafeta (Vaverdey cal., 1992). La expresion de genes
adipogénicos y termogénicos se induce en presencia de
esta hormona al canzandose niveles mayores en compa-
racion con € IGF-I (Teruel y col., 1996,1998). Ademas,
el adipocito marrén fetal presenta también un elevado
ndmero de receptores con alta afinidad para lainsulina,
lo que también nos ha permitido estudiar las rutas de
transduccién de sefiales inducidas por esta hormona en
nuestro modelo de cultivo primario en condiciones
fisiologicas (Valverdey col., 1997b, 19984).

En relacion con el adipocito marrén como modelo
celular adecuado parainvestigar laaccion delainsuling,
hemos estudiado la cascada de sefializacion intracelular
inducida por esta hormona paralelamente en 3 sistemas
celulares: células primarias, adipocitos marrones inmor-
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Fig. 4. Rutas de transduccion de sefiales que conducen a la
proliferacion de los adipocitos marrones fetales.
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talizados por el antigeno T del virus SV (linea MB
4.9.2) y adipocitos marrones inmortalizados transforma-
dos con e oncogén ras permanentemente activo H-
ras*2 (linea MB1.3.19). Con respecto a la sefiaizacién
de la insulina en la célula primaria, uno de nuestros
objetivos ha sido €l intentar definir la contribucién de
los substratos del receptor de lainsulinaIRS-1, IRS-2y
SHC a las rutas de transduccién de sefiales inducidas
por lainsulina. Los resultados obtenidos en este estudio
indicaban que ambos IRSs (IRS-1 e IRS-2) son igual-
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mente necesarios para la activacion dela Pl 3-quinasay
por tanto, paraladiferenciacion adipogénicay termogé
nicadel tejido adiposo marrén. Sin embargo, solamente
IRS-1 y SHC se asocian con la proteina GRB-2 que
conduce a la ruta rassMAP quinasa responsable de la
proliferacion de estas células (Valverdey col., 1998a).

Las lineas celulares obtenidas por inmortalizacion y
transformacién por H-ras*<? (MB 1.3.19) fueron caracte-
rizadas en detalle por citometria de flujo: tamafio, ciclo
celular, contenido en lipidos citosdlicos... (Lorenzo y
col., 1996). La sobrexpresién de la proteina p21ras per-
manentemente activa en los adipocitos marrones inducia
la expresion de |os genes adipogénicos y termogénicos
en ausenciadeinsulinao IGF-1 asi como €l transporte de
glucosa (Valverdey col., 1998b), es decir, la proteina
p2lras estaba directamente implicada en la diferen-
ciacion del tejido. Con respecto alarutade sefializacion
implicada en este proceso de diferenciacion inducido por
sobreexpresion de ras, |os adipocitos marrones transfor-
mados con e oncogén ras activo desarrollaban una
importante resistencia ala accion de lainsulinaen los
eventos moleculares por encima de ras, es decir, mostra-
ban un descenso muy significativo en la autofosforila-
cion del receptor, asociacién con los IRSs, activacion de
Pl 3-quinasa... etc. Sin embargo, tanto la cantidad de
ras.GTP como los eventos por debajo de ras se encontra-
ban permanentemente activos, no observandose respues-
taalainsulina. Los resultados descritos en este trabajo
(Valverdey coal., 1997b) indican que la activacién per-
manente de ras en |0s adipocitos marrones conlleva la
activacion de proteinas serinaltreonina quinasas que fos-
forilan al receptor de lainsulina en residuos serinaltreo-
ninaalavez que impiden la autofosforilacion en tirosina
del receptor y por tanto, la transmision de la sefial. La
identificacién de las proteinas implicadas en estas fosfo-
rilaciones serd objeto de futuros trabaj os.
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Fig. 5. Rutas de transduccion de sefiales que conducen a la diferenciacion de los adipocitos marrones fetal es.

30



Vol. 13. N.° 3, 1999 TRANSDUCCION DE SENALES MITOGENICAS Y DE DIFERENCIACION CELULAR 107

Actualmente los model os animales con ratones dele-
cionados de IGF-I, IGF-IR, IRS-1, IRS-2 y agunas
lineas celulares que se han obtenido recientemente deri -
vadas de estos animales constituyen nuevas herramien-
tas de trabajo muy Utiles para asociar lapérdida de algu-
na de estas moléculas con alteraciones en la ruta de
sefidlizacion de insulina/lGF-1, asi como con alteracio-
nes en los procesos de proliferacion/diferenciacion celu-
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Laintegracién de las multiples sefial es que coordinan
laproliferacion y el metabolismo celular, inician ladife-
renciacion y prolongan la supervivencia de las células,
es un problema biolégico complicado. Lainteraccion de
factores de crecimiento, citoquinas y hormonas, con
receptores especificos de membrana, desencadena una
cascada de sefial es bioquimicas intracelulares que con-
ducen alaactivacion o represion de un grupo de genes
gue controlan el equilibrio entre estos procesos (Figura
1). Este equilibrio exquisito se produce durante el Desa -
rrollo del embrién humano, donde los factores de creci-

miento ponen en marcha simultaneay coordinadamente
procesos de proliferacion, diferenciacion y apoptosis que
daran lugar alaformacion del nuevo individuo. Las abe-
rraciones genéticas que pueden producirse en estos fac-
tores de crecimiento, en sus receptores o en sus vias de
transduccion de sefiales también pueden romper el equi-
librio celular, conduciendo a un crecimiento anormal, a
Cancer. Desarrollo y Céncer representan |os aspectos
fisiolégicosy patoldgicos del equilibrio celular.

En este tema vamos a estudiar |as sefialesintracelula-
res desencadenadas por factores de crecimiento que tie-
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Fig. 1. Los factores extracelulares controlan el equilibrio entre procesos celulares.
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nen en comun una actividad tirosina-quinasa asociada a
su receptor (RTQ) en su dominio citoplasmatico, con
una topologia molecular bastante similar donde las prin-
cipales diferencias se encuentran a nivel del dominio
extracelular de unién al ligando (Ullrich y Schlessinger,
1990). Esta familia acoge a un gran nimero de factores,
entre ellos a PDGF, que es un factor de proliferacion y
supervivencia para células mesenquimales; al EGF y el
HGF, que son factores de proliferacion, diferenciacion
y supervivencia para células epiteliaes; el NGF, un fac-
tor de supervivencia neuronal; e CSF-1, que actia
sobre monocitos y macréfagos, y € 1GF-I, que ademés
de controlar procesos de proliferacion, diferenciacion y
supervivencia en muchos tipos celulares, también pre-
senta efectos metabdlicos en muchos tejidos.

DIMERIZACION Y ACTIVACION DE LOSRTQ

Launién del ligando a RTQ produce dimerizacion'y
autofosforilacion del receptor, asi como estimulacion de
la actividad tirosina-quinasa del mismo que fosforila
numerosas proteinas diana, 10 que conduce a cambios a
nivel citoplasmético y finalmente, a cambios a nivel
nuclear. El prototipo a estudiar es el PDGF, un homo- o
heterodimero de dos cadenas peptidicas relacionadas, A
(17 kDa) y B (16 kDa), unidas por puentes disulfuro. La
cadena B es estructural y funcionalmente muy similar a
|a proteina transformante v-Sis, del virus del sarcomade
simio. Este factor se identificd por primeravez en pla-
guetas y permite el crecimiento de fibroblastos, células
musculares y gliales. También parece tener un papel
importante en el desarrollo de la placentay € embrion,
como indican los experimentos realizados en ratones
homocigotos deleccionados para los receptores PDGF,
gue morian antes del nacimiento mostrando grandes
desordenes tisulares. Numerosas células tumorales, asi
como normales, sintetizan PDGF y un alto espectro de
tipos celulares expresan receptores para dicho factor
(Benito y Lorenzo, 1993; Claesson-Welsh, 1994). Se
han identificado dos receptores relacionados estructu-
ralmente para e PDGF, e PDGF-Ra (1063 aa) y €l
PDGF-Rb (1067 ad), presentando distintas afinidades
por las isoformas AA, AB y BB de PDGF. Los recep-
tores son glicoproteinas transmembranales que forman
junto con el CSF-1 receptor y €l producto c-Kit una sub-
familia dentro de la superfamilia de receptores tirosina-
quinasa. Se caracterizan por un dominio extracelular
grande y glucosilado con 5 dominios tipo immunoglo-
bulina (1g), unaregion transmembranal hidrofébicay un
dominio citoplasmético que contiene la actividad tirosi-
na-quinasa que estd interrumpida por una secuencia de
insercién no catalitica e hidrofilica de longitud variable
(Malarkey y col., 1995). La unién del PDGF con su
receptor se produce sobre los tres dominios tipo Ig ami -
no-terminales e implica un cambio conformacional en
el dominio citoplasmético que conduce a una dimeriza-
cion del receptor, lo cua es un fendbmeno universa
entre los RTQ que constitutivamente no son dimeros.
Esto origina la estimulacién de la actividad tirosina-qui-
nasaintrinseca, produciendo lafosforilacion cruzadade
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una cadena sobre |la otra en numerosos residuos tirosina
(Tyr), asi como la fosforilacion de otros sustratos
(Weiss y Schlessinger, 1998). Los residuos Tyr que
resultan fosforilados tienen un doble propésito, contro-
lar el grado de actividad de la quinasa (como es el caso
del residuo Tyr-857) y crear sitios de unién para molé-
culas de transduccién, las cuales en muchos casos tam-
bién son fosforiladas por la actividad quinasa del recep-
tor. Estos Ultimos residuos Tyr-P (pY) selocalizan tanto
en e dominio juxtamembranal, como en lainsercion del
dominio quinasa 0 en la regién carboxi-termina del
receptor PDGF (Heldiny cal., 1998).

MOLECULAS QUE INTERACCIONAN CON EL RTQ
FOSFORILADO; DOMINIOS ESPECIFICOS

L as mol éculas de transduccion que interaccionan con
losresiduos pY delos RTQ son proteinas quinasas, pro-
teinas fosfatasas o proteinas adaptadoras que son
caracteristicas para cada receptor y que, en general, dan
lugar ala activacion de diferentes rutas de transduccion
de sefiales (Figura 2). Los residuos de pY sirven como
sitio de unién para estas proteinas blanco, lo que requie
re la existencia en las moléculas de transduccion de
dominios especificos, del tipo SH2 y PTB. Los domi-
nios de reconocimiento SH2 (regiones conservadas de
unos 100 aa con homologia por regiones no cataliticas
de Src) reconocen residuos pY vy los tres residuos ami-
noéacidos adyacentes en C-terminal, por gemplo pY-
AAS. Muchas proteinas blanco contienen ademés otro
dominio de homologia con Src, SH3, regiones de unos
50 aa de interaccion con otras molécul as que reconocen
secuencias ricas en prolina. Entre las proteinas que se
asocian fisicamente con €l receptor por dominios SH2
podemos considerar dos clases, las que presentan activi-

i _-":
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Fig. 2. Union de moléculas transductoras a tirosinas fosfori -
ladas del receptor PDGF.
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dad enzimatica (Pl 3-quinasa, Ras-GAP, fosfolipasa Cg,
Src, SHPTP2y STATS) y las proteinas adaptadoras, que
ademés de los dominios SH2 presentan dominios SH3
para interaccionar con otras moléculas sefializadoras
(entre estas se incluyen Grb2 y SHC) (Quon y col.,
1994). Los dominios PTB se han encontrado fundamen-
talmente en las proteinas SHC e IRSs y reconocen la
secuencia NPX- pY presente en receptores de EGF,
IGF-I, NGF y en receptores de citoquinas (Myers y
White, 1995) (Figura 3). Ademés existe un motivo
estructural presente en muchas mol éculas sefiadlizadoras,
el dominio PH o de homologia con pleckstrina, que no
reconoce pY pero que esta implicado en interacciones
con fosfolipidos y en el anclgje transitorio ala membra-
naplasmatica. A continuacion describiremos todas estas
moléculas de interaccién con los RTQ activados, agru-
pandolas en las principales rutas de sefidizacién que
utilizan y cifiéndonos en lo posible a nuestro prototipo,
¢l receptor PDGF.
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Fig. 3. Dominios de reconocimiento de fosfotirosinas.

RUTA DE SENALIZACION DE RASRAF/MAP QUINASAS

Grb2 es una pequefia molécula adaptadora que
reconoce al RTQ fosforilado en el residuo Tyr-716 a
través de su dominio SH2 e interacciona a través de
dominios SH3 con Sos, una proteina intercambiadora
de nucleétidos capaz de promover el intercambio de
GTP por GDP de Ras, produciendo la activacion de
Ras a su estado GTP activo (Bar-Sagi, 1994; Aron-
heimy col., 1994). SHC reconoce a RTQ fosforilados
por sus dominios SH2 (en el caso del receptor PDGF)
0 PTB (en el caso del receptor IGF-1) y actlia también
como mol écula adaptadora entre el receptor que lafos-
forilaen Tyry creapY blanco paralos dominios SH2
de Grb2, conduciendo igualmente a la activacion de
Ras. La proteina p21-ras esté codificada por una fami-
lia de genes (H-, K- y N-ras) cuyo producto se localiza
en la cara interna de la membrana plasmética y se
ancla por farnesilacién. La enzima farnesil-transferasa
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responsable de ese proceso resultafosforiladay activa-
da por un mecanismo de feed-back positivo por la pro-
pia cascada de sefializacion desencadenada por Ras en
respuesta a factores que actlan a través de RTQ
(Goalstoney col., 1997). La proteina Ras tiene activi-
dad GTPasicaintrinseca parainactivarse, sin embargo
esa actividad resulta dependiente de una proteina de
125 kDa llamada ras-GAP. Esta proteina se une a
receptor activado de PDGF y resulta fosforilada, 10
gue posiblemente lainactive. La pérdida de la activi-
dad GTPasicaintrinseca de Ras por una mutacion pun-
tual en el codon 12, 13 6 61 produce una proteina Ras
permanentemente activay altamente oncogénica que
es prevalente en muchos tumores humanos, lo que
indica que esta ruta es clave parala proliferacion celu-
lar. Todos estos acontecimientos conducen a la activa-
cién de Ras, que interacciona con la serina/treonina
quinasa c-Raf-1 por un mecanismo todavia no bien
conocido que implicatraslocacién ala membranay
posiblemente fosforilacion de Raf (Avruch y col.,
1994). Recientemente se han identificado nuevas pro-
tefnas en invertebrados (esta ruta estd muy conservada
desde lamosca de lafruta D. Melanogaster y €l nema-
todo C. Elegans hasta mamiferos) que conspiran con
Ras, Raf y los receptores en la transduccion de la
sefial, concretamente Sur8 que podria ser un regulador
positivo de Rasy CNK que ayudaria a Raf (Sternberg
y Alberola-lla, 1998). La Raf quinasa activada fosfori-
lay activaalaquinasa MEK (también conocida como
MAP gquinasa quinasa), que a su vez activay fosforila
en Thry Tyr a MAP quinasas’/ERKs. La p42y p44
MAPKs son serina/threonina quinasas que actlian
sobre otras quinasas como la quinasa ribosomal
P90RSK, con blancos tanto a nivel citosdlico como
nuclear (Vojtek y Der, 1998). Ademéas MAPKs se pue-
den translocar al nucleo, pudiendo estas translocacio-
nes ser uno de los mecanismos de conexion de toda
esta cascada de transduccién de sefides hacia
nucleo, donde se tiene que dar la sintesis y/o activa-
cion por fosforilacion de factores de transcripcion
(Elk-1 que es responsable de lainduccién de c-fos; c-
myc, c-jun,) que se requieren paralatranscripcion de
genes (Karin, 1995). La cascada de Ras/Raf/MAPKs
estd implicada tanto en procesos de proliferacion y
supervivencia celulares (en células mesenquimales)
como en procesos de expresion génica (Navarro y col.,
1998). La diferenciacion de células neuronales es
dependiente también de dicha ruta. Existen al menos
otras dos rutas dentro de la superfamilia de las
MAPKSs, las rutas INKsy p38MAPKSs, que normal-
mente son activadas por sefiales de stressy por algunas
citogquinas y excepcionalmente por factores de creci-
miento tirosina-quinasa. Ademas de Raf, se han identi-
ficado toda una plétora de efectores de Ras en diferen-
tes sistemas celulares, que incluyen a la proteina
GTPasa Ral (RalGDS), la Pl 3-quinasa (Rodriguez-
Vicianay col., 1994), PKCz (Diaz-Meco y col., 1994)
y otras, con lo que Ras podria potenciar otras rutas de
sefidlizacion implicadas en remodelacion del citoes-
queleto de actina, supervivencia celular etc., en deter-
minados sistemas celulares.
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RUTA DE SENALIZACION DE LA Pl 3-QUINASA, PKB Y
P70S6-QUINASA

La fosfatidil inositol (Pl) 3-quinasa es un complejo
heterodimérico, con una subunidad reguladora y otra
subunidad catalitica que fosforila el anillo de inositol
del PI(4,5)P2 en la posicion 3'generando segundos
mensgjeros Pl (3,4,5)P3. Ademas de su actividad lipido-
quinasa posee actividad Ser-Thr-quinasa. Se han clona-
do y caracterizado toda una familia de factores cataliti-
cos y de factores reguladores, en agunos casos
tejido-especificos (Vanhaesebroeck y col., 1997). En €
caso del PDGF la subunidad reguladora p85a. interac-
ciona por sus dominios SH2 con el receptor fosforilado
y uney activa la subunidad catalitica p110a., inducien-
do € reclutamiento de la misma a complejos de sefiali-
zaci6n adyacentes ala membrana donde su sustrato lipi
dico esta presente. Laruta Pl 3-quinasa estdimplicada
en numerosas respuestas biolégicas a los RTQ, entre
ellas la reorganizacion del citoesqueleto de actinay la
formacion de lamelipodios, la diferenciacion de células
adipociticas y mioblasticas o respuestas como tréfico de
membranas implicadas, por gemplo, en lalatransloca
cion de transportadores de glucosa insulino-dependien-
tes (Teruel y col., 1998). En algunos sistemas celulares
también esta implicada en procesos de proliferacion
(Shepherd y cal., 1998).

Los productos lipidicos producidos por la Pl 3-kina-
sa sirven como moléculas de anclaje y efectores alosté-
ricos de otras proteinas, tales como PKB/AKT que se
une alos mismos a través de dominios PH. Se han iden-
tificado tres isoformas PKB en mamiferos, que son
homdlogas celulares del oncogen retrovira v-Akt. Una
vez anclada a la membrana, PKB resulta fosforilada y
activada en dos residuos Ser y Thr por dos quinasas que
también se colocalizan (através de sus dominios PH) en
la membrana por los 3-fosfoinositidos generados por Pl
3-quinasa, PDK1y 2. Unavez activada, PKB se disocia
de lamembranay se mueve hacia el ntcleo, o permane-
ce en otros compartimentos celulares (Coffer y col.,
1998). El sustrato mejor conocido de PKB es la glucé-
geno sintasa quinasa-3 (GSK-3), que resulta fosforilada
e inactivada in vivo por la misma, lo que conduce ala
defosforilacion y activacion de un espectro de proteinas
del metabolismo celular. Entre ellas la glucogeno sinta-
saresponsable de lasintesis del glucégeno en musculo e
higado, o €l factor elF2B que regula € intercambio y
activacion de GTP del factor el F2 en lainiciacion de la
sinstesis proteica (Proud y Denton, 1997). Otro blanco
metabdlico de la PKB es la fosfofructoquinasa-2, que
resulta fosforilada y activado, 1o que conduce a la for-
macion de fructosa2-6-bifosfato, metabolito activador
alostérico delafosfofructoquinasa-1, enzimaclave en la
rutaglucolitica. Recientemente se haimplicado alaruta
PKB en e mantenimiento de la supervivencia celular,
ya que en células neuronales y en lineas eritropoiéticas
se ha demostrado que PKB fosforila e inactiva Bad, una
proteina pro-apoptética (Dattay col., 1997).

Otro posible efector dela Pl 3-quinasaesla proteina
p70S6-quinasa, que también se activa por fosforilacion
através de PDKs. Esta proteina fosforilala proteina S6,
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gue es un componente de la subunidad ribosomal 40S.
Se ha observado que la rapamicina bloquea la fosforila
cién y activacion de p70S6-quinasa por RTQ, actuando
en un nivel anterior (FRAP/MTOR) y estarutaeslares
ponsable de la fosforilacion de las proteinas de unién
4E-BPs y su disociacion del factor de iniciacion de la
sintesis proteica eucariético 4E, lo que permite la tra-
duccion del mRNA (Proud y Denton, 1997). Ademas de
su papel crucial en laregulacion de la sintesis proteica,
p70S6-quinasa parece ser una ruta muy involucrada en
mitogénesis en algunos sistemas celulares.

OTRASRUTASDE SENALIZACION ASOCIADAS A RTQ

Otra de las moléculas que interacciona con €l
receptor PDGF fosforilado, concretamente por la Tyr-
1021 del extremo carboxi-terminal, es la Fosfolipasa
Cy, unaproteina de 145 kDa con dominios SH2,SH3
y PH, que resulta fosforilada y activada por dicha
interaccion (Scharenberg y Kinet, 1998). Cataliza la
degradacién de PIP2 ainositol tri-fosfato (1P3), que
moviliza Ca* de los depdsitos intracel ulares, y diacil-
glicerol (DAG). Estos segundos mensajeros, como es
bien sabido, activan algunas isoformas de la familia
de las protein quinasas C. Ademas, Fosfolipasa Cg
parece tener un papel en la migracion inducida por
PDGF en ciertos tipos celulares ya que se puede aso-
ciar con ciertos componentes del citoesqueleto o con
la quinasa de adhesion focal (FAK), asi como mediar
respuestas biolégicas como formacién de lamelipo-
dios (Kimy Feldman, 1998). Respuestas de este tipo
son también producidas por lafamilia de las quinasas
Src, que son tirosina quinasas citosdlicas que se unen
aresiduos pY de laregion juxtamembranal del recep-
tor PDGF, resultando fosforiladas y activadas por €l
mismo. Los segundos mensajeros generados por la
Fosfolipasa Cg activan las isoformas clasicas de las
protein quinasas C. Otras isoformas PKCs, como la
nueva d y laatipica z, también se pueden ver activa-
das por la Pl 3-quinasa através de PDKs (Mellor y
Parker, 1998). Las proteinas quinasas C pueden con-
tribuir a distintas respuestas celulares inducidas por
RTQ, incluyendo tréfico intracelular através de cave-
olina (PKCs clasicas), proliferacion (PKCs nuevas) y
supervivencia (PK Cs atipicas).

Finalmente, todos estas vias de sefializacion puestas
en marcha por la union de factores a RTQ requieren un
mecanismo de inactivacion a distintos niveles, desde la
membrana hasta €l nicleo. Aqui van a desempefiar un
papel muy importante las Tyr-fosfatasas y Ser/Thr-fos-
fatasas, tanto citosdlicas como nucleares. Una de las
fosfatasas que se activa por unién de sus dominios SH2
al receptor de PDGF esla Tyr-fosfatasa SHPTP2, fosfo-
rilandose a su vez en Tyr y aumentando su actividad.
Con ello gjerceria una regulacién negativa, posiblemen-
te a nivel del receptor. Sin embargo, la Tyr-P en
SHPTP2 crea un lugar de union para Grb2, con lo que
podriacontribuir alaactivacion de Ras. Lasrutas que se
acaban de describir se resumen en € esquema de la
Figura 4.
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Fig. 4. Rutas de transduccion por TRQ.

Las principales rutas de sefializacion que hemos des-
crito para los factores que actlan a través de RTQ no
son mutuamente excluyentes, en e sentido de que
dependiendo del factor y del tipo celular pueden estar
activadas en distinta magnitud. También se puede dar
entrecruzamiento entre rutas, por ejemplo Ras es capaz
de activar directamente Pl 3-quinasa en algunos siste-
mas celulares, 0 bien PLCg puede modular también la
actividad Pl 3-kinasa. En otro aspecto, estas rutas no
son exclusivas de RTQ, sino que pueden ser comparti-
das con citoquinas o con factores que actuan através de
proteinas G; es el caso de MAPKsYy de ciertas isofor-
mas de Pl 3-quinasas. De forma andloga, algunos facto-
res de crecimiento con RTQ pueden utilizar rutas de
sefializacion de las empleadas por las citoquinas, inclu-
yendo tirosinas quinasas citosdlicas como Janus quina-
sas (JAKS) y sustratos como miembros de la familia
STAT (transductores de sefiales y activadores de la
transcripcidn) que sugieren una via de sefializacion més
directa hacia el nicleo (Patel y col., 1996).

LA TRANSFORMACION POR H-RAS ALTERA
DETERMINADAS RUTAS DE SENALIZACION INDUCIDAS
POR RTQ

Latransformacion de cdlulas mesenquimales (adipocitos
marrones) con una construccion constitutivamente activa
de Ras, H-ras”*, junto con € antigeno T grande del SV40
produjo unalinea con fenotipo transformante (MB1.3.19),
capaz de crecer de formaindependiente de anclgje en agar
blando (Lorenzo y col., 1996). Esta linea presentaba una
sobreexpresion condtitutiva de los niveles de Ras.GTP,
Raf-1 quinasay MAP-quinasa, mientras que laruta Pl 3-

quinasa/ Akt/p70S6-quinasa no estaba sobreexpresada (Val-
verdey col., 1997). En respuesta a factores que actlian
sobre RTQ (concretamente insulina), lalinea celular mos-
traba unaresistenciaalaaccion delamismaanivel de
receptor, necesitdndose concentraciones 100-500 veces
mayores de las hecesarias en células parentales para obser-
var fosforilacion entirosinadel RTQ. En estalineacdlular
hemos estudiado dos respuestas biol 6gicas con diferente
comportamiento frente asu estimulacion através de RTQ;
una relacionadacon migracion cdular, laformacién de
lamelipodios, y otra metabdlica, pero de gran importancia
en cdulastumorales, la captacidn de glucosa. Laestimula
cién con dosis muy altas de insulina produjo la disgrega-
cion dd citoesqueleto de actinay laformacion de lamelipo-
diosen las culas MB1.3.19. El tratamiento con agentes
inhibidores de las rutas de sefializaci 6n mencionadas ante-
riormente demostraron que esta respuesta relacionada con
lamigracién celular era dependiente de Pl 3-quinasay de
fosfolipasa Cg, ya que inhibidores de la primera (wortmani-
na) y delasegunda (U73122) blogueaban totalmente lafor-
macién de lameipodios. Sin embargo losinhibidores qui-
micos de MAPK (PD098059) y p70S6-quinasa
(rapamicina) no tenian ningln efecto sobre larespuesta pro-
ducidaalaegtimulacién del RTQ. En cuanto a transporte
de glucosa, las célulasMB1.3.19 tienen un transporte de
glucosa basal diez veces mas elevado que € de suscdulas
progenitoras. Sin embargo este transporte esindependiente
deinsulinay de Pl 3-quinasa, adiferenciadelas células
parentales (Vaverdey cal., 1998). Los resultados observa-
dos en estas lineas celulares transformadas guardan relacidn
con laresigtencia ainsulina detectada en muchos pacientes
de cancer (Noguchi y col., 1998), lo que nosllevaahipote-
tizar que laresistencia ainsulina en pacientes de cancer
puede ser unadteracion inducida por € propio tumor.
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INTRODUCCION

El céncer o e desarrollo de procesos tumorales
malignos es una de las causas mas frecuentes de morbi-
lidad y de mortalidad, con unas perspectivas globales de
curacion del 50%, que dependen de multiples factores.
Laincidencia de cancer ha crecido en las Ultimas déca
das, pasando de suponer e 4% del total de muertes en
1900 amés del 24% en 1994, y siendo en la actualidad,
la segunda causa de muerte, después de las enfermeda-
des coronarias. En varones, 1os dos tumores mas fre-
cuentes son el de pulmdn, claramente relacionado con la
exposicion a tabaco y € de préostata. En mujeres, €l
tumor més frecuente es el de mama, y se estima que
alrededor del 10% de las mismas pueden desarrollar un
cancer de mama. En Espafia, latasa de aparicién de can-
cer de mama estaria alrededor de 36 nuevos casos por
cada 100.000 habitantes por afio, o que significaria que
cada afio se pueden diagnosticar arededor de 16.000
nuevos casos. Es la causa mas frecuente de muerte en
mujeres entre 25 y 45 afios y la segunda a partir de los
45 anos.

Un punto muy interesante e importante en el estudio
de los tumores humanos es la correlacion con la edad de
aparicion-deteccion de los mismos. En la poblacién
infantil, la patologia tumoral tiene escasa incidenciay,
curiosamente, el grupo de tumores que se detectan con
mas frecuencia son muy diferentes a los observados en
personas adultas. De hecho, €l grupo de carcinomas que
son los tumores mas frecuentes, con enorme diferencia
en el conjunto de la poblacién, son excepcionales en la
edad infantil. En dicho grupo de edad predominan los
tumores del sistema hematopoyético, como las leuce-
mias; en segundo lugar los tumores del SNC y tumores
de células redondas infantiles. Esta diferente incidencia
de tipos de tumores en funcion de la edad deja entrever
claramente diferentes mecanismos carcinogenéticos en

ambos grupos de edades, relacionados tanto con facto-
res ambientales especificos como con células diana
como con factores genéticos de predisposicion familiar
(2,16,32,34).

PREMISAS BASICASEN CARCINOGENESIS

En relacion con el cancer, hay a menos dos premisas
fundamental es que hay que valorar para entender y cen-
trar los diferentes estudios que se estan haciendo: 1) la
gran heterogeneidad y variabilidad morfolégicay pro-
nostica de los tumores, con més de 250 tipos tumorales
malignos diferentesy distintivos, y 2) el gran nimero de
alteraciones moleculares oncogénicas descritas hasta la
fecha y cuyo ndmero, tanto de oncogenes como de
genes supresores, vaasuperar el centenar en pocos afios
(5,7,20,22,37,40,49).

Bésicamente, se puede admitir que todos aguellos
genes cuya activacion/inactivacion constitutiva lleve a
un aumento de la proliferacién celular, altere €l control
del ciclo celular, interfiera con la diferenciacion celular
0 estén involucrados en la muerte celular programada o
suicidio celular 0 apoptosis son potencial mente oncogé-
nicos. Ademas hay que afiadir todas aquellas alteracio-
nes oncogénicas que se pueden heredar por linea germi-
nal y predisponer a diversos tipos de canceres y los
novedosos mecanismos de carcinogénesis, como el con-
trol de la reparacién de las ateraciones del DNA, que
también pueden asociarse con el desarrollo de tumores.

Obviamente, es importante el recordar que en los
tumores malignos se acumulan mUltiples de estas altera
ciones oncogénicas, y que pueden variar de unos tumo-
res a otros, incluso de la misma localizacion. Hay muy
escasos tumores con ateraciones moleculares constan-
tes y/o patognomonicas; solo algunos procesos linfo-
proliferativos y leucemias tienen transl ocaciones carac-
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teristicas, que involucran determinados oncogenes; por
gjemplo los linfomas foliculares con la translocacion t
(14;18) que afecta a oncogén bcl-2, a los linfomas del
manto t (11;14), que afecta al bcl-1, alaleucemia mie-
loide crénicat (9;22) con el ber-abl y otras. Todo ello
Ilevaa deducir que no se puede en general prejuzgar las
caracteristicas clinicas, patol6gicas y moleculares de los
tumores y que, presumiblemente, las diversas ateracio-
nes moleculares existentes en relacion con la estirpe
celular transformada pueden ayudar a establecer a
medio plazo unos factores prondsticos mas reales.

Las diferentes ateraciones moleculares que pueden
asociarse a desarrollo y formacion de tumores malig-
nos humanos pueden clasificarse en los siguientes gru-
pos:

a) activacion de oncogenes

b) inactivacion de genes supresores

c) ateracion genes reparacion ADN y estabilidad
genética

—inestabilidad microsatélites

—inestabilidad cromosdmica

d) alteracion genes relacionados con la apoptosis

€) otros mecanismos. activacion telomerasa, genes
interruptores, sistemade ubiquitinas,..

Existen varias formas de alteraciones genéticas que
predisponen a la adquisicion tumoral: a) deleccion de
regiones cromosomicas, que implicala pérdida de genes
importantes en la regulacion negetiva de la prolifera-
cion celular (caso de los genes supresores), b) mutacio-
nes génicas, tanto espontaneas como inducidas, y c)
amplificaciones génicas, que conllevan a la sobre-
expresion de genes especificos. Alternativamente, se
produce una gananciay pérdida de cromosomas enteros
que produce la aneuploidia caracteristica de la mayoria
de células tumorales. Diferencias en la capacidad de
reparacion de agunas de las alteraciones reversibles
producidas (errores en lalectura de la DNA polimerasa,
depurinizacién, oxidacion por radicales libres genera-
dos en el metabolismo celular, y deaminacion de la 5-
metilcitosina) pueden explicar la diferente susceptibili-
dad de cada tipo celular. Es importante destacar que €
orden de las lesiones no es relevante para €l resultado
final siendo la acumulacién de ateraciones lo que con-
llevaalaaparicion delacélulatumoral.

ONCOGENES

El estudio de los oncogenes puede ayudar a raciona
lizar €l estudio de los diferentes tipos de cancer permi-
tiendo tener unainformacion molecular de los mismosy
sentar las bases de un andlisis mas especifico de cada
tumor y de cada paciente, perfilando las caracteristicas
biolégicas del tumor en funcién de los oncogenes acti-
vados. Dicha informacion reflgjaria las caracteristicas
individuales de cada tumor y permitirarealizar un abor-
daje terapéutico més individualizado a cada paciente
(40).

L as alteraciones moleculares con capacidad oncogé-
nica se pueden localizar précticamente en todas las
rutas bioquimicas que producen aumento de la prolife-
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racion celular. Los oncogenes, que derivan de protoon-
cogenes o genes normales de la célula que intervienen
en las rutas de proliferacion celular normal, tras activa-
cion constitutiva de los mismos, se pueden clasificar en
funcién de su mecanismo de accion y su localizacién
en las cascadas de proliferacion. De este modo, se dis-
tinguen oncogenes que son homologos a factores de
crecimiento y hormonas. Un ejemplo de este grupo es
el oncogén sis, homdlogo del factor de crecimiento
derivado de plaguetas tipo B (PDGF-B), que es un
potente mitégeno. El segundo grupo corresponderia a
oncogenes homologos a receptores de los factores de
crecimiento, de los que ya se han descrito varios, como
el erb-B, receptor del factor de crecimiento epidérmico
de crecimiento, el fms (receptor para el factor estimu-
lante de la formacion de colonias de macréfagos), el trk
(receptor para el factor de crecimiento neural, NGF. En
cancer de mama es muy significativalaimplicacion de
la activacion de homélogos de erb-B, como € erb-
B2/neu. En tercer lugar, estarian todos aquell os genes
que codifican para proteinas citoplasmicas traductoras
de sefial y el sistema de segundos mensajeros. En este
grupo se incluyen el grupo de proteinas de las familias
rasy sus activadores (sos, Dbl, Grb, Vav...) y diversas
quinasas citopldsmicas (MEKK, MEK, raf-1), fosfata-
sas... En cuarto lugar, y yallegando a nucleo, estarian
€l grupo de factores de transcripcién, que actuarian
activando otros genes con capacidad de inducir prolife-
racion celular. En este grupo destacarian hoy en dia c-
fos, c-jun, C-myc.

ONCOGENESras

Lafamilia de genes ras codifica para proteinas de 21
kDa (p21-ras) con capacidad de unir e hidrolizar guano-
sinatrifosfato (GTP). Existen tres genes distintos, deno-
minados Harvey-, Kirsten- y N-ras, con cerca del 90%
de identidad en sus secuencias a nivel de proteinas. En
condiciones normales, las p21-ras estdn asociadas a
GDP, manteniéndose en su forma inactiva, gracias ala
funcién de un activador de la capacidad intrinseca de
GTPasa (hidrolisis de GTP a GDP+ Pi) denominado
GAP. El ciclo de activacion se produce a aumentarse €l
intercambio de GDP por GTP, mecanismo probable-
mente disparado por factores de crecimiento através de
Sus receptores. Las mutaciones activantes en genes ras
afectan €l equilibrio hacia la unién permanente de p21-
ras con GTP, manteniéndose bloqueada en su confor-
macién activa. También se han descrito casos en los que
&l mecanismos de activacion no es cualitativo (mutacio-
nes activantes) sino cuantitativo (aumento de la expre-
sién del producto normal) (21, 22).

Se havisto activacion constitutiva de genes ras en
alrededor del 30% de los tumores humanos, con una
incidencia muy variable segln el tipo de tumores 'y
localizacion. De este modo, en adenocarcinomas de
pancreas se detectan mutaciones de K-ras en >90%, en
tumores de colon en més del 50% de los casos, mien-
tras que en carcinomas de mamay linfomas es menor
al 5%.
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GENES SUPRESORES

El segundo gran grupo de alteraciones oncogénicas
esta constituido por |os genes supresores. Se conocen ya
mas de 12 genes supresores, cuya pérdida de funcion es
crucial para la transformacion maligna celular. Estos
genes supresores funcionan controlando la proliferacion
celular y especiamente el ciclo celular, de tal modo
gue, su importancia oncogénica radica precisamente en
su pérdida de funcién. De todos €ellos (p53, del retino-
blastoma pRb, genes de la neurofibromatosis tipo y tipo
2, el gen de la poliposis adenomatosa familiar APC, el
gen del tumor de Wilms WT-1,..), los mejor estudiados
son el p53y e gen del retinoblastoma. El estado de fos-
forilacion del pRb, es de hecho, un punto critico en €l
inicio del ciclo celular, de tal modo que cuando se fos-
forila, se libera un factor de transcripcion, el E2F, que
es uno de los componentes esenciales para €l inicio del
ciclo celular, activando c-myc,... Dicha fosforilacion de
la proteina del retinoblastoma esté exquisitamente con-
trolada por varias quinasasy ciclinas celulares, que asu
vez, son inhibidas por diversos proteinas de genes
supresores (p16, p21lwafl, p27, p57,..). El e regulador
pl6/ciclina D/cdk4/Rb probablemente sea la ateracién
oncogénica mas frecuente en tumores humanos, detec-
tandose alterado en més del 90% de los tumores huma-
nos (16, 9, 20).

El control del ciclo celular es probablemente uno de
los puntos més importantes en la transformacion malig-
nacelular. Dicho control esexquisitoy complejoy tiene
lugar en las diferentes fases del ciclo celular. Ademés,
esimportante el recordar que el control del ciclo celular
es fundamental no sblo para regular la proliferacion
celular sino también para impedir que se puedan acu-
mular o transmitir alteraciones genéticas en el ADN.
Esa misién de vigilancia del ADN, de su correcta sinte-
sis y duplicacion, esta mediada también, por una serie
de genes que finalmente conectan con el ciclo celular
parandolo en la fase G1, de modo que se puedan corre-
gir los diversos errores detectados. Uno de los genes
esenciales en dicho proceso es el p53, que como poste-
riormente se verg, esta involucrado en la induccién de
apoptosis, precisamente en aquellos casos donde se
hayan producido errores muy graves en la replicacion
del ADN o se hayan detectado alteraciones moleculares
irreparables. Del gran nimero de factores relacionados
con €l ciclo celular conviene recordar que el control del
ciclo celular tiene lugar por procesos de fosforilaciones
de proteinas quinasas dependientes de ciclinas (CDK).
Estas quinasas se sintetizan alo largo del ciclo celular e
interrelacionan con una serie de ciclinas celulares: se
distinguen ciclinas de lafase G1 como las ciclinas D y
Ey ciclinasdelasfases G2 y G2/M como lasciclinas A
y B. Ademas, dichas quinasas (CDK) estén reguladas
por una serie de genes supresores que las inactivan
(inhibidores de ciclinas quinasas). Esta familia de inhi-
bidores es de las mas importantes hoy en dia en patolo-
giatumoral humana. Tenemos genes, como €l p15, p1l6
gue inhiben a grupo de CDK4 y 6 (de la fase G1), y
otros como & 921 wafl y p27 que se unen e inactivan
deformamés global atodaslasciclinas celulares (delas
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fases G1y G2/M). La ausencia de funcién de alguno de
estos genes inhibidores conllevara por tanto unairregu-
laridad del ciclo celular, con aumento de las fosforila-
cion de la proteina del retinoblastoma y otras dianas y
por tanto con induccién de progresiéon de las diversas
fases del ciclo celular.

P53: Laproteina p53 (18) es un factor de transcrip-
¢ion que activa la reproduccion de varios genes, como
lap21 wafl, que es un inhibidor de complejos ciclinay
guinasas dependientes del ciclo celular, y que por tanto
frenad ciclo celular; del mdm2, queinactivay regulaa
la propia p53; del GADDA45, que se activa tras dafio al
DNA y seune al PCNA y frenael ciclo celular; del
BAX, un miembro de lafamilia bcl2, que promueve la
apoptosis; del IGF-BP3y otros genes. La proteina p53
tiene 393 aminoacidos y es un tetrdmero en solucion.
En relacién con su inactivacion, es muy importante el
resaltar que hay multiples mutaciones que la inactivan
y que tienden a localizarse en los exones 4 al 8. La
ausencia de claros puntos calientes de inactivacion que
se muten con mucha mayor frecuencia hace que el estu-
dio de las mutaciones de p53 tenga que extenderse a
bastantes exones y dificulta mucho su valoracion.
Recientemente también se estan describiendo alteracio-
nes anivel del splicing del RNA los que puede condi-
cionar proteinas p53 inactivas sin mutaciones puntuales
anivel exonico. Ademas la proteina p53 mutada, tiende
aestabilizarse y aaumentar su vida media (de los esca-
sos 20 minutos en su forma salvaje), y eso permite el
gue se pueda visualizar por métodos inmunohistoqui-
micos en secciones de parafina. No obstante, dicho
acumulo de proteina p53 no siempre es indicativa de
mutaciones a nivel genémico dado que también puede
sobrexpresarse en situacion de stress celular, de hipo-
xiay tras dafio genémico (18).

INESTABILIDAD GENETICA

Otro mecanismo, descrito inicialmente por Perucho y
el grupo de Vogelstein es la demostracion de inestabili-
dad genética en un numero significativo de tumores
humanos. Estudios de Perucho utilizando primers ines-
pecificos para amplificacién por PCR, demostraron una
alta frecuencia de delecciones y mutaciones genéticas en
cancer de colon y adenomas apuntando la posibilidad de
una posible alteracién en los sistemas de reparacion del
DNA, que condicionaria las posteriores ateraciones
genéticas. Posteriormente se identificé uno de los genes
responsable en el cromosoma 2, e gen MSH-2, homdlo-
go aun gen de levadura (MUT.S), que interviene en los
mecanismos de reparacion del DNA. Hoy en dia se
conocen yamas de seis genes que intervienen en laregu-
lacion de lareparacion del DNA que pueden estar altera
dos en cancer y condicionar un fenotipo mutador (19).
Dicha inestabilidad genética se denomina también de
microsatélites, y tiene lugar anivel de nuclettidosy se
traduce en substituciones de bases o deleciones o inser-
ciones de unos pocos nucledtidos. Dicha inestabilidad
hay que diferenciarla por tanto de lainestabilidad cro-
mosomica, que es una alteracién muy frecuente en tumo-
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res solidos, y donde se produce ganancia o pérdida de
cromosomas enteros. Esta inestabilidad cromosdmica
puede estar asociada a pérdida de funcién de los puntos
de control mitéticos. De hecho, en algunos tumores, €l
grupo de Vogelstein ya han observado inactivacion
mutacional de un gen humano homélogo a de levadura
BUBL1, que controlalos puntos de control mitéticosy las
segregaciones cromosdmicas en levadura. Alteraciones
de dichos genes podrian estar relacionados con la pre-
sencia de aneuploidias y poliploidias de las células
malignas.

APOPTOSS

Por dltimo, es importante resaltar la importancia
oncogénica del control de la apoptosis. La apoptosis es
e término elegido para indicar muerte celular, pero de
forma individualizada y sobre todo acorde a un progra-
ma genético, finamente regulado por decenas de genes
gue la controlan tanto positiva como negativamente. La
apoptosis se origina, bien porque las células estan seria-
mente dafiadas o porque el organismo no necesita mas
de ellas. Durante este proceso se originan diversos cam-
bios morfol 6gicos y bioguimicos, tales como condensa-
cién de la cromatina entorno a la membrana nuclear,
aparicion de los cuerpos apoptéticos y otros como €l
caracteristico patrén de degradacion del DNA en frag-
mentos de 180-200 pares de bases y mdltiplos. Lainhi-
bicion de la apoptosis fisiol 6gica, es probablemente uno
de los mecanismos fundamentales en la transformacion
maligna, dado que las células "resistentes’ ala apopto-
sis se hacen de alguna manera "inmortales' y por tanto
ideal es para que sobre ellas se acumulen otras alteracio-
nes oncogénicas. De hecho, Evans, ha llegado a propo-
ner que en la transformacion maligna fina tiene que
estar activadas alteraciones oncogénicas que modifi-
guen el programa de apoptosis y otras que aumenten la
proliferacion celular. Dicha complementacion de fun-
ciones y alteraciones oncogeénicas es bésica para enten-
der € proceso canceroso y la enorme redundancia de
ateraciones moleculares que pueden superponerse y
transformar alas células (17).

Uno de los genes que relacionan directamente apopto-
sisy cancer es el gen Bcl-2, este gen que se aisl6 como
producto de unatransl ocacién entre los cromosomas 14
y 18, se haobservado en lamayoria de los linfomas foli-
culares. Bcl-2 no presenta ningun efecto sobre el creci-
miento celular, pero su sobreexpresion bloquea la entra-
da en apoptosis. No obstante, esimportante advertir que
€l efecto de bcl2 esta sujeto ala presencia activa de otros
genes que lo regulan y/o contrarrestan o inhiben su
accion. De hecho, varios miembros de la familia bcl2
(genes como el BAX, bclx se modulan entre si y es el
nivel o balance final de la expresion de los mismos lo
que condicionaque lacélulatiendaair hacia apoptosis o
bien searesistente). El control de la apoptosis se realiza
también por mdiltiples genes como p53, myc, ras...

Finalmente, destacar laimportancia de la actividad
telomerasa. El acortamiento de lostelomeros es un
hecho normal y fisiologico en las célulasy de hecho
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cuando lareduccion llega a un punto determinado es
una sefial inequivoca de que las células yano sevan a
replicar masy entran en la denominada senescencia.
Precisamente, |a actividad telomerasa se encarga de
reemplazar la pérdida de ADN telomérico que ocurre
en cada divisién celular y por tanto puede ser uno de
|os mecanismos celulares méas importantes para per-
mitir una supervivencia indefinida. De hecho, dicha
actividad es alta en células embrionarias y en més del
80% de los tumores humanos. No esta suficientemen-
te claro, si la persistencia de la actividad telomerasa
en las células tumorales es secundaria ala transforma-
cion maligna celular o puede ser incluso un mecanis-
mo primario que lleve a dichas células alainmortali-
zacion y facilitar por tanto la adquisicion y
acumulacion de alteraciones moleculares oncogéni-
cas.

SINDROMES DE CANCER HEREDITARIO

Se conocen més de 20 sindromes familiares, donde
se heredan mutaciones de una serie de genes que predis-
ponen a numerosos tipos de tumores (16).
L os sindromes més importantes son:
1. Retinoblastoma familiar. Crom. 13q14.3 (RB1)
retinoblastomas
osteosarcomas
2. S. De Li Fraumeni. Crom. 17p13.1 (p53)
carcinomas de mama, sarcomas
leucemias, tumores cerebrales
3. Poliposis adenomatosa familiar. Crom. 5g21
(APC)
cancer de colon
tumores de duodeno, estémago, osteomas, glio-
blastomas.
4, Cancer de colon hereditario no asociado a polipo-
sis. Crom. 2pl6, 3p2l, 2032, 7p22 (MSH2,
MLH1, PMS1, PMS2)
5. Neurofibromatosistipo 1 . Crom 17g11.2 (NF1)
neurofibromas
neurofibrosarcomas, tumores cerebrales
6. Neurofibromatosis tipo 2. Crom 22g12.2 (NF2)
neuronomas del VIII par, meningiomas
gliomas, ependimomas
7. Tumor de Wilms. Crom. 11p13 (WT1)
8. S. De Wiedmann-Beckwith. Crom 11p15 (?p57)
tumor de Wilms
hepatoblastomas, carcinoma suprarrena
9. S. carcinomas basales nevoide. Crom. 9922.3
(PTCH)
10. Cancer de mama familiar 1. Crom 1721
(BRCA1)
cancer de mama
cancer de ovario, préstata.

11. Cancer mama familiar 2. Crom 13912 (BRCA?2)
cancer de mama
cancer mamavarones, carc. pancreas (?)

12. S. De von Hippel-Lindau. Crom 3p25 (VHL)
carcinomas renales de células claras
feocromaocitomas, hemangioblastomas
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13. Céncer rena hereditario tipo papilar. Crom 7g31
(MET)
cancer rena papilar

14. Melanoma familiar. Crom. 9p21 (p16)
melanomas
cancer de pancreas

15. Neoplasias endocrina multiple tipo 1 (MEN1).
Crom 11913 (MEN1)
tumores de los islotes del pancreas
hiperplasia paratiroides, adenomas hipofisis

16. Neoplasias endocrina mdltiple tipo 2 (MENZ2).
Crom 10g11.2 (RET)
cancer medular detiroides
feocromocitomas, hiperplasia paratiroides

17. Exostosis multiple. Crom. 8g24.1, 11p11-13, 19p
(EXTLEXT2, EXT3)
exostosis osteocartilaginosa
condrosarcomas

18. Enfermedad de Cowden. Crom 19923 (PTEN)
cancer de mama, de tiroides folicular
pAlipos hamartomatosos intestinales

19. Céancer de prostata hereditario. Crom 1925 (?)

20. Keatoderma palmo-plantar. Crom 17925 (?)
cancer de esifago
leucoplasia

21. Ataxia-telangiectasia Crom 11922 (ATM)
linfomas
cancer de mama en heterozigotos, inmunode-
ficiencias

22. S de Bloom Crom 15¢26.1 (BLM)
tumores sdlidos
inmunodeficiencias

23. Xeroderma pigmentosum. Diversas lesiones cro-
mosomicas
tumores cuténeos

24, Anemia de Fanconi. Crom. 9g22-3, 16024.3
(FACC, FACA)
leucemia aguda mieloide
pancitopenia

De los més de 20 sindromes clinicos asociados a
cancer hereditario, ya se han identificado las alteracio-
nes moleculares correspondientes ala mayoria de ellos.
En su mayor parte, corresponden a genes supresores
gue se heredan mutados en uno de sus alelos; el otro
alelo se suele inactivar postnatalmente, bien por delec-
ciones 0 mutaciones. Como se puede apreciar en €l
restimen previo, algunos de |os genes af ectos son muy
conocidos y de supuesta gran transcendencia fisiol 6gi-
ca. Por ejemplo, alteraciones del gen del retinoblasto-
ma, del p53, p15, p57. También inactivacion de genes
reparadores del ADN, de factores de transcripcion, de
receptores de membrana, etc. Lo curioso e interesante
de estos sindromes, es la especificidad de localizacion
de los tumores asociados. En todos €llos, la ateracion
genética se hereda por via germinal y por tanto esta
presente en todas las células del organismo. Sin embar-
go, solo se desarrollan tumores en sitios muy concre-
tos. Esta asociacion sugiere que laimportancia oncogé-
nica de determinados genes supresores y de reparacion
del ADN tienen una enorme especificidad tisular.
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Algunos de estos genes corresponden a los denomina-
dos por Kinzler y Vogelstein genes gatekeepers y
genes caretakers. Los genes caretakers son |os encar-
gados de mantener laintegridad del genoma mientras
que los gatekeepers controlan la proliferacion celular.
Alteraciones de ambos grupos de genes son transcen-
dental es en muchos de los tumores humanos y pueden
ademés heredarse mutaciones por viagerminal. A nivel
de los gatekeepers, controlan directamente el creci-
miento y lamuerte celular y cadatipo celular tiene uno
o algunos de genes de este tipo activados, con una dis-
tribucién tisular especifica. Son gjemplos tipicos de
estos genes y sindromes asociados, €l gene del retino-
blastoma, e von Hippel-Lindau, neurofobromatosis
tipo 1, poliposis adenomatosa coldnica,.. Por el contra-
rio, las alteraciones de |os genes caretakers no promue-
ven el crecimiento tumoral directamente sino que al
tener lugar un aumento de la inestabilidad genética en
dichos genes hay un aumento de mutaciones en todos
los genes incluyendo también los gatekeepers. Por tan-
to, en los casos donde se detectan o heredan mutacio-
nes de genes "cuidadores’, para que se puedan desarro-
llar un proceso maligno es necesario primero la
inactivacién del gen cuidador del otro alelo y ademas
gue tenga lugar la inactivacién por mutacién o delec-
cion de ambos alel os de una gen gatekeeper o regulador
dela proliferacion. Esta secuencia de mutaciones hace
gue en las familias donde se hereda una mutacién de
genes reparadores no haya un aumento muy significati-
vo de laincidencia de nuevos canceres dado que nece-
sitan que se produzcan a menos tres mutaciones a
nivel postnatal. Ejemplos de genes caretakers son los
asociados a cancer de colon familiar no asociado a
poliposis, el de |a ataxia-telangiectasia, xeroderma pig-
mentorum, BRCA1, BRCAZ2.

SECUENCIA CARCINOGENESIS

Hay dos conceptos clésicos en la secuencia de carci-
nogeénesis que siguen teniendo una plenavigenciaen la
actualidad. Son los conceptos de iniciacién y de pro-
mocién tumoral. Por iniciacion y por agentes iniciado-
res se entiende la presencia de alteraciones a nivel del
DNA, que en principio son irreversibles. Asimismo,
dichas alteraciones estructurales son la base de los
mecani smos mol eculares que activan |os protooncoge-
nes e inactivan a los genes supresores. Ejemplos de
agentes iniciadores son el tabaco, las radiaciones, los
hidrocarburos. Por el contrario, por promocién y por
agentes promotores se entiende el efecto de sustancias
gue inducen un aumento de la actividad celular. Agen-
tes promotores son aquellos que inducen alteraciones
bioquimicas celulares y solamente en células "inicia -
das', es decir, con alteraciones genéticas establ ecidas,
pueden inducir tumores. Los efectos que inducen son
reversibles y no dafian el DNA. Ejemplos clasicos son
los esteres de forbol, fenoles, fenobarbital. Los esteres
de forbol, como el TPA, actlian activando laPKC o
proteinquinasa C que induce una cascada de fosforila-
ciones proteicas celulares.
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AGENTES CAUSALES

No hay un anico agente. Como se decia anteriormen-
te, en laformacion de tumores malignos tiene que haber
a menos 6 alteraciones genéticas celulares, y en
muchas ocasiones es necesaria tambian la conjuncion
de diversos agentes carcindgenos. Se distinguen dos
grandes grupos de factores que estan relacinados o pue-
den asociarse con la induccion de alteraciones oncogé-
nicas.

a) Factores extrinsecos
—TFactores medioambientales.
—Agentes quimicos.
—Radiaciones

—Virus.

b) Factores Intrinsecos

—Genéticos.

—Relacionados con la edad.
—Fisioldgicos (estado inmune, endocrinos)

CARCINOGENOS QUIMICOS

Son muy numerosas | as substancias rel acionadas con
el desarrollo de tumores malignos. El potencial carcino-
génico vaadepender ddl tipo de substancia, de su meca-
nismo de acccion y de la dosis de exposicion. De hecho,
algunos compuestos pueden inducir transformacién
maligna con dosis muy bajas, como las aflatoxinas,
mientras que de otros se requieren dosis y tiempos de
exposicion muy prolongados.

L os grupos maés importantes de carcindgenos quimi-
Ccos serian los siguientes:

1.- Agentes alquilantes de accion directa

Muchos son farmacos antineopl ésicos: ciclofosfa-
mida, clorambucil, busulfan. Son carcindgenos débi-
les (requieren muy alta dosisy prolongadas). Pueden
estar relacionados con la induccién de segundas neo-
plasias.

2.- Hidrocarburos policiclicos aromaticos

Son potentes carcindgenos. Generalmente necesitan
activacion metabdlica. Por gjemplo, el tabaco, grasa
animal tras asarla alaparrilla.

3.- Aminas aromaticas y colorantes nitrogenados

4.- Carcinogenos naturales
Por gjemplo la aflatoxina B1 del aspergilus flavus
gue induce Hepatomas.

5.- Nitrosamidas
Relacionadas con cancer de estémago y colon.

6.- Otros agentes

Asbesto y tumores de pulmén y mesoteliomas
Cloruro de vinilo y angiosarcomas hepaticos
Arsénico y tumores cutaneos.
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Cromo y niquel y tumores de pulmon.
Insecticidas, sacarinay ciclamatos...

CARCINOGENESIS POR RADIACION

Tanto las radiaciones ultravioleta como electromag-
néticas pueden inducir alteraciones del DNA.

1.- Radiaciones UV

Dichas radiaciones estan relacionadas con las forma-
Ci6én de dimeros de purinaen e DNA. Tienen por tanto una
accion "iniciadora’, con establecimiento de dafio genético.

Por jemplo, enfermedades con defectos en larepara-
cion del DNA son muy susceptibles alaformacion de
tumores cutaneos. Casos de enfermos con Xeroderma pig-
mentosum y otras enfermedades como la Ataxia-telan-
giectasia, Anemiade Fancioni y Sindrome de Bloom.

2.- Radiaciones iononizantes

Tanto las radiaciones electromagnéticas como de
particulas son carcindgenas. Inducen roturas cromoso-
micas, transocaciones, mutaciones, lesiones de protei-
nas, de membranas.

El efecto de las Rx depende de: a) tipo de radiacion;
b) dosis; ¢) indice de dosificacién; d) reparacion del
DNA vy e) factores del huésped. En casos de exposicion
adosis muy atas de radiaciones ionizantes esta demos-
trado que pueden desarrollarse diversos tipos de tumo-
resy que e dafio genético puede ser muy amplio con
afectacion de multiples genes supresores, oncogenes,..

AGENTES QUIMICOS Y ALTERACIONES MOLECULARES

1.-Mutaciones oncogén RAS

—Nitrosaminas. Mutaciones selectivas.

—Frecuente en roedores.

2.- Mutaciones de p53

a.- Aflatoxinay virus hepatitis B; Hepatocarcinoma.
Mutaciones selectivas G--T (codon 249)

b.- Radiaciones ultravioleta y carcinoma epidermoi-
depiel
Mutaciones sitios dipirimidina; CCo TT

c.- Tabaco y acohol. mp53. Cancer esdfago y pulmon.

CARCINOGENESIS VIRICA

A) Virus RNA

Son los retrovirus. Pueden ser:

a) Transformantes agudos. Llevan incorporados
secuencias de oncogenes (protooncogenes transducidos en
retrovirus y mutados o sujetos luego alos promotores viri-
€0s). Se conocen mas de 15, destacando los siguientes:

- V. sarcoma Rous. (src). tirosin quinasas

- v. sarcomafelino. (fes)

- V. eritroblastosis avian (erbA). receptos H.Tir.

- v. Moloney. (mos). Serin-treonin quinasa

- V. sarcomnasimio. (sis). -PDGF

- V. leucemia murina Abelson. (abl)
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- v. AMV-E26. (ets)
- v. MC29 (myc), v.mieloblastosis avian (myb)
- v. Harvey MSV. (h-ras)

b) Retrovirus de transformacion lenta. No llevan onco-
genes. Lapropiainfeccién del retrovirus conllevasu inte-
gracién en el ADN del huésped y dichainsercion puede
originar mutacionesy ateraciones estructurales del ADN.
Por tanto, tendria un efecto oncogénico indirecto en fun-
cioén delas dteraciones producidas por su propiaintegra-
cién, en lo denominado mutagénesis de insercion.

B) Virus DNA

1.- Adenovirus

2.- Virus papiloma humanos

—Més de 70 subtipos distintos de HPV, que puede indu-
cir lesiones benignas como verrugas cutaneas'y papilomas
(1,2,4,7); cancer verrucoso genitd (6y 11); canceres de cue-
Ilo uterinoy boca (16, 18y 33); cancer delaringe (30'y 40).

3.- Epstein-Barr

Relacionado con € linfoma de Burkitt, carcinomas
nasofaringeos y otros tumores.

No siempre forma tumores y depende, por gemplo,
de la localizacién geogréfica y factores del huésped,
pudiendo originar también enfermedades benignas
como lamononucleosis infecciosa.

4.- Virus de la Hepatitis B

Laasociacion de virus con el desarrollo de tumores es
un hecho claramente demostrado desde hace més de 80 de
anos. En 1908, Ellerman y Bary ohservaron la asociacion
de agentes transmisibles con la aparicién de leucemias en
las gallinasy en 1910, Peyton Rous, demostro fehaciente-
mente latransmision de sarcomaen las gallinas. También
hace muchas décadas se pudo objetivar, como diversos
agentes carcinogénicos podian acelerar el crecimiento
tumoral si se aplicaban conjuntamente, y de hecho, en
1915 ya se demostré la colaboracion entre virus (virus de
Shope) con carcindgenos quimicos (alquitran).

Hoy en dia, los virus estan relacionados con mas del
15% de los tumores humanos y constituyen el 2° factor
de carcinogénesis mas relevante (1, 2, 48). De hecho, su
asociacién con algunos grupos de tumores humanos es
incuestionable (ver tablal).

TABLAI
VIRUSY CANCER

- Virus papiloma humanos: c.cérvix, laringe, piel

- Virus Hepatitis B, C: hepatocarcinomas

- Virusde Epgtein-Barr: Linfoma Burkitt, L. postrasplante,
L. de Hodgkin, C. nasofaringe, indiferenciados estomago,

- V. Herpestipo 1: tumores estromales (exp.)

- V. Herpestipo 2: C. cérvix

- Virus linfotrépicos humanostipo 1: (HTLV-1)

- Virus delaleucemia-linfoma T del adulto :ATL

- SV40y algunos tumores de plexos coroideos

- V. Herpestipo 8: S. de Kaposi, L. de serosas

Con los datos que conocemos en la actualidad se puede
decir que genesy proteinas virales pueden interrel acionar
y/o afectar alos diversos mecanismos molecularesinvolu-
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crados en la transformacién maligna celular. Hay genes
virdes que pueden involucrarse en los mecanismos de pro-
liferacion cdular, en € ciclo cdular, en las rutas de apopto-
siseincluso inducir fenotipos de inestabilidad genética.

La relacion entre genes virales y el ciclo celular se
conoce muy bien en € grupo del virus del papilomahuma
no, de los adenovirus, del SV40, delos AAV o adenoaso-
ciadosy € delahepatitits B. De hecho, la proteinadel gen
del retinoblastoma es inactivada por € gen E7 del VPH,
por e gen E1A delosdenovirus, y por el SV40. Lapro-
teina p53 también puede ser inactivada por productos vira
les del papilomahumano (E6) y de adenovirus (55kE1B).

En relacion con el control de la apoptosis celular hay
muchos genes virales que pueden interferir en lamisma,
bien activandola o inhibiéndola. Entre los activadores
destacan el gen E1A de adenovirus, € HIV y como inhi-
bores, el gen 19KE1B, € virus de Epstein Barr.

- Activadores apoptosis:

—Ad E1A. p53 dependiente e independiente

—HIV

- Inhibidores apoptosis:

—AdE1B 19K. SeuneaBAX

— EBV. Codifica homdlogo bcl2. EBV-LMP1 atra-
vés de los TRAFs aumenta bcl2 endégeno

—V. delafiebre africana Codifica homdlogo bcl2.

— cowpox virus crm A. Inhiben | CE-like proteasas

— baculovirus p35

El virusmgor conocido esd virusde Epstein Barr (EBV)
que estarelacionado con € desarrallo de procesos linfoproli-
ferativosy algunos tumores sdlidos. Son delafamilaherpes
y pueden inmortaizar rdpidamente linfocitos B.

Y, por ultimo, los virus también se estan asociando a
lainduccién de inestabilidad genética, que es uno de los
mecanismos bésicos de carcinogénesis molecular. Virus,
como losHPV 16y 18, adenovirus, €l SV40 se han aso-
ciado ainestabilidad cromosdmica, asociaciones telomé-
ricas, con el aumento de integracion de otras secuencias
génicas en el ADN. El herpestipo 8 se harelacionado
con lainduccion de inestabilidad de microsatélites, el
virus de la hepatitis B con la presencia de deleciones
cromosomicas. El mecanismo de accién no es conocido
en profundidad parala mayoria de dichos virus. Proba-
blemente, gran parte de la inestabilidad venga mediada
por lainhibicién de proteinas celulares claves en €l ciclo
celular y en el control de laintegridad gendmica, como
sucede con lainactivacion de p53 y de p21 waf1.

TABLAI

VIRUSE INESTABILIDAD GENETICA
- por inhibicién p53'y p21 wafl
—aneuploidia, errores DNA.
- HPV 16, 18
—aneuploidias, asociaciones teloméricas.
—aumento integracion otras secuencias génicasen d DNA.
- Adenovirus, SV40:
—aneuploidias, poliploidias.
- HHV-8:
—inestabiliad microsatelites
- HBV:
—deleciones.
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MODELO GENETICO DE CARCINOGENESIS COLO-RECTAL

Fue bésicamente el grupo liderado por Vert Vogels
tein del John Hopkin's en Estados Unidos, € que hace
varios afios empezd a poner orden al complejo puzzle
de alteraciones oncogénicas en e cancer (15). Como
patélogos se centraron en €l estudio del cancer de colon,
gue tiene una serie de lesiones histol dgicas previas bien
definidas. El objetivo fue correlacionar las alteraciones
histol égicas durante | as diferentes fases de |a carcinogé-
nesisrectal, con el panel de oncogenesy genes supreso-
res conocidos (Figura 1).
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Fig. 1. Esquema de las diversas alteraciones molecuares que

se pueden detectar en tumores de colon. El estudio de muta -
ciones de p53, de genes reparadores se hace por PCR, confir -
mando las mutaciones por secuenciacion. Las mutaciones de

K-ras se suelen detectar también por PCR especificas y la

inestabilidad de microsatélites detectando variabilidad de
bandas, en geles de poliacrilamida desnaturalizantes, en pro -
ductos obtenidos previamente por PCR. De este modo, tam -
bién se pueden estudiar las pérdidas alélicas. A nivel tisular

se puede detectar la expresion de p53, bcl2, ras.

De este modo, empezaron a estudiar de forma siste-
matica la mucosa colénica peritumoral, los adenomas
de pequefio tamafio, mediano y gran tamafio, los adeno-
carcinomas in sity, infiltrantes y las metastasis. En los
estudios preliminares se vio que, para el desarrollo de
un tumor colénico invasivo era necesario la acumula-
cion de mltiples alteraciones genéticas. De hecho vie-
ron que pequefios adenomas podian tener un origen clo-
nal pero no cumplian criterios de malignidad.

En las fases iniciales, en mucosas con signos hiper-
plasicos, se detectaron alteraciones de la mutilacién del
ADN. En latransicion, con peguefios adenomas ya habia
una afectacion muy frecuente de un gen, €l de la polipo-
sis colénicafamiliar o APC. Mutaciones o pérdidas alé-
licas del APC se detectan hasta en el 60% de los cance-
resrectalesy esla alteracion genética mas frecuente en
adenomas pequefios. Otro gen del cromosoma 5q 211, €
MCC (mutado en cancer de colon) también se detecta
activado en mas del 15% de los canceres de colon.

En adenomas de mayor tamafio, ya es frecuente des-
cubrir mutaciones del gen ras (K-ras). Estas mutaciones
se detectan entre el 50-70% de los adenomas grandes y

47

CARCINOGENESIS HUMANA 123

adenocarcinomas. Se localizan en su mayor parte en los
codones 12, 13y 61. Se ha correlacionado el potencia
metastatico con mutaciones en el codon 12 y especial-
mente |a presencia de transversiones G por T o G por C.
Por ultimo, los genes que también se detectan con fre-
cuencia alterados en tumores de colon, son el DCC, en
el cromosoma 18q y € p53 en el cromosomoa 17p. El
gen DCC tiene una ata homologia con la molécula de
adhesion celular (NCAM) y se piensa que la inactiva-
cion del DCC puede contribuir a potencia infiltrativo
delacélulamaligna. Laregion 18q esta delecionada en
alrededor del 75% de los canceres de colon. Se correla
ciona con peor prondstico en los tumores en estadio 1.

En e modelo de carcinogénesis expuesto, muy
didactico y préctico en tumores de colon izquierdo, se
representa no solo los avances en patologia molecular
del cancer de colon sino también un esquema de los que
se presupone puede ser € gran pilar de la futura patolo-
gia: lacorrelacién de las | esiones genéticas oncogénicas
con los diversos patrones y alteraciones histopatol 6gi-
cas (Figura 2).
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Fig. 2. Modelo de carcinogénesis colorectal clasico de
Vogelstein.

Otra de las alteraciones oncogénicas que también se
estan estudiando es la expresion de Bcl-2 (43). Este gen
se expresa en células basales del epitelio en condiciones
normalesy parece que la pérdida de expresion de Bel-2
se asocia con la diferenciacion col énica mucoide super-
ficial. Activacion del Bcl-2 se ha visto en estadios ini-
ciales del desarrollo tumoral colénico y condicionaria
una inhibicién de la apoptosis fisiolégica, y por tanto,
un aumento de la superviviencia celular y de la posibili-
dad de acumulacién de alteraciones genéticas. De forma
semejante a lo que se describe en tumores de mama hay
una correlacion inversa entre la expresion de bel-2 y la
presencia de p53 mutada. La coexpresion de bel-2 y p53
mutada se detecta en alrededor del 35% de los canceres
de colon y se asocia a peor prondstico.

SINDROME DEL CANCER DE COLON HEREDITARIO NO
ASOCIADO A POLIPOS S

La frecuencia de este sindrome se estima entre el 5-
15% de los canceres de colon. Hay una variante, llama
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datipo I, que se distingue por la asociacion con cance-
res extracolénicos, especialmente de endometrio, ova
rio, ureter, pelvisrenal... De hecho, la presencia de ante-
cedentes de cancer de colon en un pariente de primer
grado eleva € riesgo de desarrollar cancer de colon
entre 1,8 y 8 veces. La Sociedad Americana del Cancer
recomienda que todas las personas con uno 0 mas
parientes de primer grado con cancer colorrectal diag-
nosticado antes de los 55 afios se someta a examenes
periodicos, cada 3-5 afios, empezando sobre los 35-40
aos (39).

Es un sindrome con herencia autosémica dominante.
Puede haber pdlipos adenomatosos, pero siempre en
ndmero inferior a100, y anivel del colon proximal. Cli-
nicamente, suele aparecer sobre los 40 afios y los cance
res se localizan en colon proximal o derecho. Es fre-
cuente que haya més de un foco e histol6gicamente €l
porcentaje de los tipos mucinosos y poco diferenciados
es mayor del habitual.

CARACTERISTICAS GENETICAS

El mecanismo molecular descrito en el desarrollo de
los canceres de colon "familiares" y en, alrededor del
15% de los casos esporadicos, fue hipotetizado y demos-
trado inicialmente por M. Perucho (23). Este autor des-
cribié como un grupo de tumores de colon muestran una
alta inestabilidad genética, manifestada por numerosas
mutaciones dispersas por todo € genoma. De forma
complementaria, Vogelstein y Albert de la Chapelle,
localizaron por medio de marcadores genéticos, tipo
microsatélites, que el locus afecto en pacientes con Sin-
drome de Lynch se localizaba en el cromosoma 2 (6).
Posteriormente, se identific6 que un gen homélogo a
otro de levadura (MSH2) y de bacterias (Muts), que
intervienen en lareparacion del DNA, selocalizabaen €
cromosoma 2. Se demostré que dicho gen estaba mutado
en un % significativo de enfermos con el sindrome de
Lynchy se confirmd un nuevo mecanismo de carcinogé-
nesis, basado en la existencia de alteraciones en larepa
racion del DNA. Serialaateracion de un enzimarepara
doradel DNA, la que indirectamente permitiria que se
acumularan multiples alteraciones genéticas. Los tumo-
res con alteraciones de estos "enzimas reparadores’ tie-
nen multiples alteraciones genéticas 'y tienen un fenotipo
mutador o RER+. Hoy en dia, ya se conocen 6 genes
relacionados, que se han denominado hMSH2 (2p15-16)
y hMLH1 (cromosoma 3), hPM S1 (cromosoma 2q 31-
33), hPM S2 (cromosoma 7p22), h(MSH3 y hM SH6. El
DNA de pacientes afectos con este sindrome tiene muilti-
ples errores de replicacién, muy caracteristicos a nivel
de los microsatélites. De hecho, laforma habitual de
estudiar la presencia de inestabilidad en los tumores es
analizando alrededor de 5 microsatélites; la presencia de
variabilidad genética en @ menos dos de los cinco
microsatélites se considera concordante con la existencia
deinestabilidad genética (25,28,35).

Los tumores con gran inestabilidad genética son
menos agresivos clinicamente, con mejor prondstico.
De forma un tanto paraddjica, tienen un porcentgje
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menor de mutaciones de ras y de p53. Se piensa que
quizés el mejor prondstico vaya dado porque la inesta-
bilidad genética de dichas células condicione una selec-
cion de las "células menos mutadas' o que pueda haber
mayor expresion de antigenos tumorales que induzca
una mayor respuesta inmune. No obstante, estudios
recientes tienden a delimitar a menos tres grupos de
canceres de colon segun su localizacion y las alteracio-
nes genéticas. La presencia de inestabilidad se asocia a
mejor prondstico pero la ateracién concomitante del
gen supresor p53 conllevamal prondstico y un alto por-
centaje de afectacion metastética.

ALTERACIONES GENETICASEN EL CANCER DE MAMA

En tumores de mama se han identificado mdltiples
ateraciones cromosdmicas que involucran delecciones
en los cromosomas 3p, 11p, 13qy 17p y también pérdi-
da de heterozigocidad en los cromosomeas 1p, 1q, 17q y
18q entre otras. Algunas de estas alteraciones ocasionan
la pérdida de los denominados genes supresores, como
el gen del retinoblastoma o el gen p53. Otros cromoso-
mas con frecuentes alteraciones genéticas son € 7,11y
16. El modelo de carcinogénesis secuencial, con acu-
mulacion progresiva de ateraciones oncogénicas esta
mas 0 menos claro en cancer de colon y, en mama se
admite que también la formacién de un cancer invasivo
tiene que pasar por las fases de lesiones hiperplésicas,
carcinoma in situ, carcinoma invasivo y metastasis. El
orden activacion/inactivacion de las diversas alteracio-
nes en cancer de mama no esta claro en la actualidad y
no se han encontrado alteraciones oncogénicas especifi-
cas que se correlacionen claramente con las diferentes
entidades anatomopatol égicas. No obstante, en el desa-
rrollo y progresion de los carcinomas intraductales, de
los tumores de bajo grado histol 6gico alos de alto grado
hay también una progresiva acumulacion y expresion de
alteraciones oncogénicas. De hecho, mutaciones de p53
se han detectado en una pequefia proporcién de tumores
de bajo grado y con una alta prevalencia en los carcino-
mas intraductales tipo comedocarcinoma. Semejantes
porcentagjes se detectan con la sobreexpresion de Erb-
B2. Asimismo, también se detecta una progresiva acu-
mulacion de alteraciones cromosdmicas desde los
tumores de bajo grado a los de alto grado; de hecho, son
frecuentes las pérdidas de heterozigosidad de las regio-
nes 8p, 13q, 16q, 17p, 179 en las lesiones intraductales
de alto grado (6, 5, 11-14, 18, 19, 27, 30, 44, 45) (Figu-
ra3).

Mp53. El porcentaje de mutaciones de p53 y/o acu-
mulacion de proteina "inactiva" oscilaentre el 46%y el
22% segun las series. Se detecta mutaciones del p53
hasta en e 16% de los adenocarcinomas in situ de
mama, indicando por tanto que puede ser una alteracion
oncogénica precoz en el desarrollo del cancer de mama.
En tumores "familiares’, su incidencia llega hasta el
50%. Su positividad se correlaciona con tumores de alto
grado y atipia celular. Asimismo, se ha descrito una
asociacion significativa entre alteraciones de p53 'y pre-
sencia de inestabilidad genética, con amplificacion de
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Fig. 3. Modelo de carcinogénesis en tumores de mama. Se
puede observar la progresion de las lesiones histol égicas des -
de biopsias con focos de displasia leve, grave, carcinoma in
situ e infiltrante y la acumulacién de diversas alteraciones
moleculares.

erbB2, pérdida alélicadel cromosoma 17 y anormalida-
des en varios cromosomas. Esimportante el resaltar que
no se ha establecido correlacion entre la expresion
inmunohistoquimica de la proteina p53 y mutaciones de
dicho gen. De hecho, recientes revisiones apuntan que
la correlacion prondstica solo se observa con la presen-
cia de mutaciones de p53 y no con los estudios inmu-
nohistoquimicos (14, 24, 29, 31, 33, 44, 46).
NEU-erbB2-HER2: De los genes codificantes para
factores de crecimiento se han estudiado fundamen-
talmente los oncogeneserb-B (andogo dd receptor para
EGF o epidermal growth factor) y el neu/erb-B2/HER-2
(delafamiliadel receptor para EGF). El c-erbB-2 (HER-
2/neu) codifica para una proteina de 185 Kd, que es una
glicoproteina de membrana con dominios intray extra-
celulares. Tiene actividad tirosinquinasa, y es homdélogo
al receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFr.
La sobre-expresién de la proteina neu, en lainmensa
mayoria de los casos por amplificacion génica, puede
transformar diversaslineas celularesy en animales trans-
génicos se ha visto que sobre-expresion de esta tirosin-
guinasa de membrana se desarrollan con frecuencia ade-
nocarcinomas de mama. Se ha intentado relacionar el
cancer de mama, con la sobre-expresion de gen neu/erb-
B2/HER-2. Hay numerosos estudios que enfatizan la fre-
cuencia de sobreexpresién de neu en dichos tumores,
correlacionandose con el prondstico, especialmente en
tumores con ganglios positivos. Se havisto amplifica-
¢ion en un 20-40% de los canceres de mamainvasivosy
en mas del 50% de los adenocarcinomas in situ. Se
detecta principal mente en tumores de grado nuclear 3.
Asimismo, se ha correlacionado €l nivel sérico con la
presencia de metéstasis y recientemente se ha correlacio-
nado con laresistenciaal tratamiento quimioterapico (3).

OTRAS ALTERACIONES ONCOGENICAS

En cancer de mama, ademés de la cooparticipacion
de ambos grupos de genes, se han publicado casos de

51

CARCINOGENESIS HUMANA 125

coexistencia de pérdida de funcidn de genes supresores
como RB y p53 en las mismas muestras tumorales, asi
como, la coparticipacion de mas de un oncogén activa-
do, como es € caso de la familiamyc entre si o conjun-
tamente con ras o c-raf. Cooperacion entre dichos onco-
genes también se ha descrito en lineas celulares de
tumores de mama. Asimismo, se ha detectado aumento
de proteina sérica de erbB-2 y de myc hasta en el 57%
de los adenocarcinomas in situ de mama, siendo un
marcador tumoral que puede valorar la evolucion de la
enfermedad (36).

Otras alteraciones oncogénicas que se estan estu-
diando en canceres de mama son la ciclina D/PRAD1
y laexpresion de Bcel-2. El Bcl-2 codifica para una
proteina mitocondrial relacionada con la apoptosis.
Su positividad se asocia en canceres de mama con
mejor prondstico y positividad para los receptores
estrogénicos.

Es interesante destacar las frecuentes alteraciones
moleculares a nivel de determinadas regiones cromo-
sémicas, en el entorno de los genes de predisposicion
familiar al cancer de mama BRAC1y BRCAZ2. Por
gemplo, se describe pérdida de heterozigosidad
(LOH) 13g12-13 en més del 50% de los carcinomas
esporéadicos; en dicha regién se encuentran el BRCA2
y €l gen del retinoblastoma. Interesantemente, los can-
ceres de mama con mutaciones de BRCA1 tienen un
alto indice proliferativo y un grado histolégico alto.
Asimismo, se encuentran alteraciones muy frecuente-
mente anivel delaregion 17g11-21 donde se localizan
el BRCA1, erbB2, MLN50, MLN51,MLN62,MLN64
y otros.

Otras alteraciones oncogénicas a destacar son la
actividad del receptor de factor de crecimiento en alre-
dedor del 40-50% de los tumores, de c-myc en alrede-
dor del 20% que se correlaciona con mayor actividad
proliferativa tumoral. Por dltimo, indicar que algunas
alteraciones oncogénicas muy frecuentes en otro tipo
de tumores, como los oncogenes de la familiaras, se
detectan en un muy pequefio porcentaje de canceres de
mama, indicando que su activacion debe venir mediada
por factores carcinogénicos especificos y que entren
por via digestiva; su incidencia es menor a 5% en
tumores de mama, correlacionéndose la activacion ras
con peor pronostico.

Es importante englobar el papel de los genes relacio-
nado con lareparacion del ADN y el fenotipo de inesta-
bilidad genética. Se han descrito tumores asociados a
sindrome de Lynch, a portadores heterozigotos del gen
de la ataxia telangiectasia (en algunas series pueden
representar hasta e 10-15% de los tumores). En este
contexto, también hay que considerar las mutaciones de
p53 que se asocian ainestabilidad y ala acumulacion de
multiples alteraciones moleculares (42).

Los factores relacionados con la vascularizacion
del tumor, las diversas moléculas de adhesion descri-
tas, colagenasas y factores relacionados con lainfil-
tracion del estromay las metastasis, son cada vez mas
conocidos y relevantes en la comprensién de los
mecanismos carcinogénicos mamarios. Destaca la
sobreexpresion del factor de crecimiento endotelia
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vascular VEGF, los diversos tipos de colagenasas y
alteraciones en la expresion de moléculas de adhesién
como el DCC, CD44, cadherina-E. Asimismo, diver-
sos estudios correlacionan la expresion de vimentina,
un filamento intermedio en células mesenquimales,
con carcinomas poco diferenciados y de peor pronos-
tico. En células epiteliales se expresan queratinas
como filamentos intermedios y el hecho de que haya
coexpresion de vimentinay queratinas puede indicar
la presencia de un fenotipo desdiferenciado y, de
hecho, dichos tumores suelen ser negativos para
receptores estrogénicos y mas resistentes a protocolos
guimioterapicos. En este sentido, también destacan
los estudios de expresion de diversos componentes de
lafamilia de las integrinas (en especial A, B,), que
son receptores de membrana y median la adhesion
celular y la adhesién con |la matriz extracelular. De
hecho, en carcinomas poco diferenciado se ha visto
disminucién de A, B, y también se ha asociado a peor
prondstico y amayor invasividad de las células tumo-
rales. El control genético de la expresion de estas
enzimas y componentes de la membrana celular es
muy complejo y poco conocido; en parte viene media-
do por factores epigenéticos, locales, que controlan y
regulan la expresion de los mismos. Es decir, en esta-
dios avanzados asi como, en lesiones infiltrantes las
alteraciones moleculares que impulsan la agresividad
celular no sdlo dependen de las propias células tumo-
rales sino que también las células mesenquimales
pueden condicionar en gran medida la expresion de
genes imprescindibles para la adquisicion de un feno-
tipo invasivo y metastatizante.

PROCESOS LINFOPROLIFERATIVOS POST-TRASPLANTE

Son procesos relativamente frecuentes, con una inci-
dencia variable segln el drgano trasplantado. Se pueden
detectar hasta en el 2% de los pacientes trasplantados de
corazén y en mas de 5% del trasplantados de pulman.
Son un grupo muy heterogéneo de procesos linfoides
gue pueden regresar tras el cese de lainmunosupresion.
De forma muy caracteristica, en todos ellos hay infec-
cién por € virus de Epstein-Barr y se pueden distinguir
desde lesiones hiperplasicas, tumores poco agresivos,
hasta linfomas de alto grado de malignidad, de fenotipo
B. En este modelo de tumores humanos, se ha demos-
trado también una secuencia muy clara de acumulacion
de alteraciones moleculares con el desarrollo de linfo-
mas de menor o mayor agresividad.

Se distinguen tres categorias de procesos linfoides,
seglin Knowles (26):

A) Hiperplasias plasmociticas. Generalmente se
detectan en la region orofaringea y ganglios, son poli-
clonalesy muestran multiples copias del virus EBV. No
se detectan todavia alteraciones concogénicas de bcl-1,
bcl-2, c-myc, ras,

B) Hiperplasias de células B polimdrficas- Linfomas
B polimdrficos. Son casi siempre monoclonalesy expre-
san una Unica forma del virus EBV. Estan constituidos
por clones inmortalizados por e virus de EBV que
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muestran una clara ventaja de crecimiento sobre el resto
del tgjido linfoide.

C) Linfomas inmunoblésticos o mielomas multiples.
Derivan del grupo anterior de procesos linfoproliferati-
VOS Y se caracterizan porque ya se detectan alteraciones
oncogénicas, como mutaciones de p53, del N-ras, del c-
myc.

Esguematicamente, la secuencia carcinogénica seria
lasiguiente:

1. Infeccion /reactivacion EBV (pral. EBV tipo A).

2. EBV confiere actividad proliferativa (sf inmunosu-
presiéon).

3. EBV inmortaliza células B. Policlonalidad: Hiper-
plasias plasmociticas.

4. Predominio proliferacion algunos clones (oligo) o
de uno (monoclonal).

5. Hiperplasia células B polimérficas- linfomas B
polimérficos.

6. Acumulacién alteraciones oncogénicas en clones
seleccionados: Linfomas inmunoblasticos o mielomas
mltiples.

RESUMEN

Laformacion de tumores humanos es muy comple-
jay requiere la acumulacién de mdiltiples alteraciones
oncogénicas. Dichas alteraciones moleculares van
asociadas a desarrollo de los tumores, que en su
inmensa mayoria muestran una progresion histopato-
| 6gica desde lesiones incipientes, con grados de dis-
plasiay atipiavariables, con tumores "benignos’, car-
cinomas intraepiteliales, tumores infiltrantes vy
finalmente con diseminacion metastastica. La distin-
cion entre benigno y maligno es simple, y conceptual -
mente errénea en muchos tumores y procesos neoplé-
sicos. Es un error considerar a los tumores como
procesos estaticos, que son definidos por una serie de
caracteristicas descritas en un momento dado y en un
contexto anatomopatolégico determinado. Desde €
punto de vista molecular, el proceso carcinogenético
se considera mas dindmico y presumiblemente puede
explicar la evolucién frecuentemente impredecible de
muchos procesos neoplasicos considerados benignos
clinicamente.

Latransformacién maligna celular estarelaciona-
daalaactivacion de diversos oncogenesy alainacti-
vacion de genes supresores. En dicho proceso de
transformacién celular va implicito e fallo de las
células a diferenciarse (22) y la activacion de vias
celulares que inducen proliferacion. Dentro del com-
plejo puzzle de alteraciones moleculares que pueden
estar involucradas en el desarrollo de los tumores, es
importante destacar la distincién de los genes gatekee-
pers (controladores del ciclo celular) y los carekee-
pers (controladores de la replicacion fidedigna del
ADN), propuesto por Vogelstein (25). De hecho, las
células pueden tener sdlo uno o algunos de estos
genes inactivados y que variarian segun el tipo celu-
lar. Esta concepcién de los genes reguladores, especi-
ficos de determinados tipos celulares, explicaria por-
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gué mutaciones que se heredan por linea germina
sdlo tengan efectos oncogénicos en determinadas
localizaciones del organismo. Por ejemplo, el gen del
retinoblastoma, el de von Hippel Lindau, € de la
neurofibromatosistipo 1y el de |la poliposis adeno-
matosa. En € caso de los genes reparadores, su
importancia oncogénica seria indirecta, dado que no
intervienen en la promocién tumoral inicial de las
células, sino que al fallar la reparacion de genes se
induciria inestabilidad genética, con acumulacion de
mutaciones a lo largo del genoma, incluyendo en los
gatekeepers genes. Genes "reparadores’ conocidos
hasta la fechaincluirian los del xeroderma pigmeto-
sum, e cancer de colon familiar no asociado a
poliposis, la ataxia telangiectasia, y probablemente
también los genes del BRCA1y BRCA2 de predispo-
sicién al cancer de mama.

No obstante, es importante resumir algunas conside-
raciones generales relacionadas con los mecanimos de
carcinogénesis y de transformacién celular, para poder
entender mejor su aplicabilidad clinica en las vertientes
de diagnostico, pronostico y de tratamiento.

a) Ladescripcién de oncogenes y genes supresores
se basa en |la capacidad trasformante que confieren los
oncogenes, y la pérdida de funcion de la actividad
supresora de 10s genes supresores. Esimportante €
resaltar que hay mas de 100 oncogenes con capacidad
transformante in vitro, y que la mayoria de los genes
relacionados con €l ciclo celular, la proliferacion celu-
lar, los factores de crecimiento, asi como, con las mul-
tiples rutas de transmision de sefides, involucran a
genes cuya pérdida de control o con actividad consti-
tutiva pueden asociarse a dicha ventaja de crecimiento
gue finalmente confiere la actividad transformante. No
obstante, es importante el saber que los criterios para
calificar a una deteminada alteracion molecular como
oncogénica son experimentales y que se basan en que
las células con un oncogén activado pueden crecer
indefinidamente en cultivo, incluso en condiciones de
bajo suero, que pueden formar colonias en "soft agar”
y que en determinadas situaciones pueden formar
tumores tras su inyeccién en ratones atimicos. Dichos
criterios 'y su relacion con el concepto de malignidad
clinica no son equiparables. Cada vez se describe con
mas frecuencia mutaciones y amplificaciones de onco-
genes y deleccién de genes supresores en lesiones
humanas no malignas, focos hiperplasicos, metapla-
sias, etc., es decir, no se puede hablar tampoco de
malignidad de una lesion histol 6gica basdndose exclu -
sivamente en las alteraciones moleculares. Ejemplos
con mutaciones de rasy de p53 en lesiones reactivas y
benignas de pulman, laringe, colon, se estan empezan-
do adescribir con asiduidad. Ademés, recientemente
se ha descrito como el efecto transformante de oncoge-
nes como el ras esté relacionado con los niveles de
expresion proteica e incluso en casos con mutaciones,
no se han detectado niveles equiparables a los necesa-
rios para conseguir un efecto transformante in vitro
(21).

b) Salvo algunos procesos hematopoyéticos, linfo-
proliferativos y tumores infantiles de células pequefias
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no hay alteraciones moleculares especificas de un
determinado tumor. En este sentido habria que asumir
gue dentro del enorme ndimero de alteraciones mol ecu-
lares que pueden conllevar ventaja de crecimiento
celular, los multiples agentes carcindgenos (quimicos,
viricos y radiaciones) pueden elegir o activar indistin-
tamente avarios de ellos y lo que finalmente lleve a
desarrollo tumoral seala acumulacién complementaria
de varias alteraciones oncogénicas que contrarresten
los controles fisioldgicos de proliferacion celular y los
diversos factores mesenquimales e inmunol 4gi cos.

¢) Hay una enorme heterogeneidad y variabilidad
en los tumores humanos, con més de 250 tipos dife-
rentes o entidades anatomoclinicas, y casi ilimitados
subtipos o variantes morfol dgicas. Dicha heterogenei-
dad tiene que ser el resultado de combinar dos varia-
bles. Una variable son los diversos tipos celulares de
origen (en principio cualquier célula del organismo) y
la otra, el elevadisimo numero de alteraciones mole-
culares que se pueden superponer en el proceso trans-
formante. A nivel molecular, se puede demostrar la
variabilidad morfolégica en funcién de diversos
oncogenes y alteraciones oncogénicas presentes en
las células.

Asimismo, la evolucién biolégica, la respuesta
inmuney laresistencia alos agentes quimio y radiote-
rapicos también se correlaciona con los numerosos
genes involucrados en |la carcinogénesis. Hay ejem-
plos claros de como las mismas células pueden for-
mar lesiones minimas en ratones singénicos y por el
contrario tumores muy agresivos en ratones inmuno-
deprimidos. Asimismo, la capacidad transformante de
los diversos oncogenes, en el sentido de agresividad
tumoral y bioldgica no es la misma para los diversos
oncogenes, habiendo ejemplos de transformacion a
partir de las mismas células en que algunos oncogenes
inducen tumores de crecimiento lento y bien diferen-
ciados, mientras otros se asocian a tumores agresivos
y muy infiltrativos. Ademés, no todas las alteraciones
oncogénicas descritas se asocian a peor prondstico de
los tumores. De hecho, la sobreexpresion de bcl2 se
asocia a mejor pronéstico en cancer de mamay de
pulmon, e incluso determinadas alteraciones molecu-
lares, como las mutaciones del BRCA2 de cancer de
mama, se pueden asociar a mayor radiosensibilidad
del tumor. Por tanto, la deteccion de algunas altera-
ciones moleculares puede ser un factor prondstico
favorable y orientar algin tipo de tratamiento mas
especifico.

d) En el propio concepto de tumorigenicidad, va
implicita laimpredecibilidad de su evolucion biol 6-
gica. Los procesos tumorales van acumulando duran-
te su desarrollo numerosas alteraciones moleculares.
Esto es un hecho incontrovertible, que hoy en dia se
tiende a explicar tanto por la propia dinamica del
proceso carcinogénico como por la presencia de
diversas alteraciones moleculares, que favorecen la
acumulacion de multiples errores genéticos en la
células. Por egjemplo, por el fallo de los genes invo-
lucrados con la reparacion del DNA y con las muta-
ciones de p53.
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MOLECULAS DE ADHESION

Las moléculas de adhesion son proteinas complegjas
gue se localizan en la membrana de la célula tumoral,
realizando funciones de relacion con otras células y con
lamatriz extracelular. De formaglobal se le atribuye un
papel crucia en procesos fisiolégicos tan importantes
como la embriogénesis, |a respuesta inmune y angiogé-
nesis. Ademas en |os Ultimos afios se ha visto que tienen
un papel crucia en enfermedades infecciosas y autoin-
munes asi como en procesos de invasiény diseminacion
tumoral.

CLASIFICACION
Selectinas

Estructuralmente son glucoproteinas de membrana
tipo Il que comparten un dominio aminoterminal tipo
lectina por donde se va a unir a hidratos de carbono
especificos. Se conocen 3 tipos. La selectina L
(Mel-14), que se expresa en lamayoria de los leucocitos
circulantes, desprendiéndose de la membrana tras la
activacion celular. La selectina P (CD62), se sintetiza
en plaquetas donde se almacena en los granulos a y en
e endotelio en los granulos de Weibel-Palade. Su
expresion en la membrana se regula bajo estimulos cito-
guimicos. La selectina E (ELAM-I), también expresada
en e endotelio, bajo la regulacion de citocinas, tales
como interleucina-1 (ILE-1), factor de necrosis tumoral
(FNT) y lipopolisacéridos (L PS).

Funcionalmente se caracterizan por la capacidad de
interaccionar con oligosacéridos sialidados o sulfatados,
relacionados con los antigenos Lewis a o Lewis X que
pueden formar parte de la fraccién glucidica de muchas
glucoproteinas, y que con frecuencia expresan tumores.
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Se conocen dos ligandos parala selectinaL, GIlyCAM -|
y GlyCAM-2, son glucoproteinas relacionadas con la
familia de las mucinas. Las interacciones en las que
median las selectinas son de una gran complejidad y
redundancia. Por egjemplo la selectina L puede estar
decorada en su fraccién glucidica con ligandos para las
selectinas E'y P. Deigua maneraMad CAM una mol é-
cula de adhesion de la superfamilia de la inmunoglobu-
linas posee sitios potenciales de glicosilacién que cons-
tituyen ligandos potenciales de union a la selectina L.
Estas modificaciones postrans acional es no tienen lugar
en todos | os teji dos donde se expresan MadCAM, lo que
puede dotar de una cierta selectividad de tejido adichas
interacciones (1).

Integrinas

Son glucoproteinas heterodiméricas compuestas por
unacadenaa y otrab. Se expresan en unaampliavarie
dad de tgjidos. Son las principales proteinas a través de
las cuales interaccionan, las células con la matriz extra-
celular. Seclasifican en familias definidas por la cadena
b delaque se conocen al menos 9 tipos diferentes. Cada
una de ellas puede unirse a una cadena a resultando en
unaampliavariedad de integrinas (2). Los linfocitos uti-
lizan las integrinas de las familias b, y b, paraunirse a
endotelio y la matriz extracelular. Las integrinas b, de
los linfocitos y algunas células tumorales se denominan
VLA (very late activation antigens) y algunas de éstas
se unen a endotelio activado através de VCAM-1 (vas -
cular cell adhesion molecule-1) de la superfamilia de
las inmunoglobulinas y otras con proteinas de la matriz
como extracelular como el colégeno fibronectina, lami-
nina, vimentina, etc... (3). La cadena b, se combinacon
diferentes cadenas a constituyendo la integrinas
LFA-1y Mac que interaccionan con moléculas ICAM.
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Las integrinas se expresan congtitutivamente en leuco-
citos si bien su regulacidn es principdmente funcional
diferenciando, por €emplo, poblaciones linfocitarias.
Intervienen en la consolidacion de lainteraccion iniciada
por otras moléculas de adhesi6n, principalmente las selec-
tinas. Ademas sele atribuye la capacidad de fosforilarse en
su dominio intracitoplasmético, y fosforilar otras proteinas
citoplasméticas iniciando la cascada de sefides a nicleoy
aotros sistemas celulares como € citoesgqueleto (4).

Superfamilia de las inmunoglobulinas

La familia de las inmunoglobulinas incluye ademés
del receptor clonotipico TCR y las inmunoglobulinas,
receptores de adhesién como CD2, LFA-2, ICAM-I,
ICAM-2, ICAM-3, CD4, VCAM-1Yy otras moléculas de
adhesion el sistema nervioso.

Estructuralmente, comparten un niimero variable de
dominios C-2, formados por dos planos b de sentido
contrario, unidos por un puente disulfuro.

Todas éstas, excepto |CAM-3 se expresan basalmen-
te o tras la estimulacion con citocinas, en € endotelio y
participan en las interacciones entre el leucocito y €l
endotelio. Laexpresién de ICAM-3 esmasrestringiday
Unicamente se han demostrado in vivo en situaciones
muy concretas como en agunos tumores epiteliales.
Ademés se encuentran presentes en células presentado-
ras de antigenos (macréfagos, células dendriticas y lin-
focitos B) desarrollando un papel fundamental como
accesorias en €l reconocimiento antigénico y activacion
linfocitaria. A esta familia pertenece PECAM-1 (plate-
let endothelial cell adhesion molecule) molécula que se
expresa de manera constitutiva en el endotelio, plaque-
tasy células del sistema inmunoldgico interviniendo en
funciones de migracion transendotelial y angiogénesis

).

Cadherinas

Son moléculas de adhesion homofilicas, participan
en las uniones entre células de la misma extirpe y man-
tienen la arquitectura tisular. Se agrupan en familias
entre las que destacan las cadherinas E 'y P, las cuales se
expresan en epiteliosy las cadherinas N en tejido neural
y musculo (6). Se relacionan inversamente con € grado
de diferenciacion celular y su pérdida de expresion en
tumores se asocia con una mayor capacidad metastati-
zante.

CDh44

Es una glucoproteina de membrana que se expresaen
multitud de extirpes celulares. Existen mlltiples varian-
tes de CD44 debido a procesamiento alternativo de su
ARN. CD44 es una molécula coactivadora, se le ha
implicado en los procesos de circulacion linfocitaria.
Las variantes que contienen la secuencia codificada por
el exo6n 6 le confieren un elevado potencial metastati-
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zante, también parece tener un papel importante en la
colonizacion de los ganglios por la células tumorales.

Multitud de estudios han ido demostrando la partici-
pacion de estas moléculas en los diferentes pasos de
diseminacion metastasica (Tablal).

TABLA |

LASMOLECULAS DE ADHESION INTERVIENEN EN CADA
UNO DE LOS PASOS IMPORTANTE EN EL DESARROLLO DE
LA ENFERMEDAD METASTASICA

Pasos diseminacion Familia Moléculas
Reconocimiento Superfamiliadelas ICAM-1, ICAM-2
antigénico tumoral immunoglobulinas

Cohesividad tumoral Cadherinas CadherinasE,P.
Relacion con lamatriz Integrinas VLA-12345y6
extracelular Mac-1, CD 104,
Adhesiony Integrins, Selectinas,  PECAM-1, SlectinaEy P,
transmigracion SFlg ICAM-1VCAM-1
Movilidad Integrinas

Angiogénesis Integrines Cadherinasy ~ VCAM-1, CatherinaEy

y SFg PECAM-1

Una vez abandonado €l tumor primario, favorecido
por la pérdida de expresion de cadherinas, las células
tumorales utilizan mecanismos de interaccion, con la
matriz, otras células y con el endotelio, muy similares a
los que emplean los leucocitos en su proceso migratorio
al foco inflamatorio.

Asi, se producen interacciones con la matriz extrace-
lular, la expresién de integrinas, algunas de €llas recep-
toras de componentes de la matriz confieren ala célula
tumoral un mayor poder metastatizante. Estudios in
vitro muestran como la transfeccién de cadenas de inte-
grina a, en células de rabdomiosarcoma oly la expre-
sién en lineas celulares de melanomade b3aV (receptor
de la vitronecting) les confieren un fenotipo metastati-
zante (7). También lainteraccion con moléculas endote
liales, tipo integrinas y selectinas, mediada por glico-
proteinas, oligosacaridos 0 mucinas tumorales o bien
por otras moléculas de adhesion que expresa la célula
neoplésica, permite el anclagje de la célula tumoral neo-
plasica a endotelio asi como la activacion de la expre-
sion de otras moléculas que van a consolidar dicha
adhesion. Otras moléculas como PECAM-1 indican ala
célulatumoral la uniones interendoteliales paralatrans-
migracién. Todo ello bgjo una permisividad inmunol 6-
gica, en la que probablemente la fraccién soluble de
agunas moléculas de adhesion actGen como factores
bloqueantes séricos de dicha respuestainmune (8).

CARCINOMAS DIGESTIVOS

Cambios en la expresion y funcién de estas molécu-
las de adhesion son importantes en el desarrollo de neo-
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plasias gastrointestinales. Asi en €l cancer esofégico se
ha encontrado como una pérdida en la expresion de
E-cadherina y la proteina citosdlica catenina-afa se
asocia con una desdiferenciacion, un crecimiento infil-
trativo, y unamayor afectacién de metastasis gangliona-
res (9,10). En céncer géstrico la menor expresion de
E-cadherina debido a la sintesis de proteinas estructu-
ramente andmalas secundario a mutaciones presentes
con mayor frecuencia en tumores géstricos infiltrativos
detipo difuso (11). La expresion de CD44 estandar y la
isoforma CD44-9v en la superficie de tumores gastricos
esta directamente relacionada con un peor prondstico.
La isoforma CD44-6v la encontramos principalmente
expresada en tumores géstricos de extirpe intestinal
adquiriendo sus células la capacidad de metastatizar en
los ganglios linféticos (12,13). En cancer pancredtico la
expresion de integrinas esta significativamente alterada
(14). Durante latransformacion maligna, de igual modo
a como ocurre en otras neoplasias, la pérdida de expre-
sion de E-cadherinas y e aumento de expresion de
CD44 se asocia a desdiferenciacion e invasividad (15).
Existen evidencias de que €l incremento de expresion
de integrinas y CD44 acontecen |os procesos de trans-
formaci 6n maligna de la mucosa col 6nica a pélipos ade-
nomatosos y a carcinomas invasivos asi como en la
diseminacion. La expresion de la isoforma de CD446v
del receptor para la laminina se correlaciona con un
peor prondstico y un fenotipo metastésico (16-18). El
estudio de la E-cadherina ha mostrado ser un marcador
prondstico independiente del estadio tumoral en cancer
colorrectal identificando aquellos de peor prondstico
(12). También se han encontrado ateraciones en los
niveles séricos de dichas moléculas de adhesion, desta-
car laelevacion de ICAM-1 en suero de pacientes porta
dores de una neoplasia colorrectal y su relacién con €l
estadio, Sanchez-Rovira estudia in vitro este ICAM-I
sérico encontrando que tiene capacidad de inhibir la
agregacion celular planteando la hipétesis de que la pro-
duccién de ICAM-1 por parte de la célula tumoral sea
un mecanismo de escape al reconocimiento inmune (8).
Se ha detectado niveles séricos elevados de otras molé-
culas, asi como correlacién con e estadio, grado de
diferenciacion eintervalo libre de enfermedad (19,20).

CARCINOMA DE MAMA

Para el carcinoma de mama no se ha demostrado tan
ta importancia bioldgica de las moléculas de adhesion
como en otras neoplasias, y probablemente esto sea
debido a la influencia que otras proteinas tumorales
gjercen en el crecimiento y diseminacién. Asi en contra
de lo que para otros tumores parece, la expresion de
CD44 o agunas de sus isoformas no se correlaciona con
el prondstico ni € potencial metastasico (21-23). Si se
havisto que algunas lineas celulares y tumores de carci-
noma de mama expresan moléculas glicosidadas tipo
mucina o tipo siayl-L ewis* que son ligandos para molé&
culas de adhesion del grupo de las selectinas y de la
superfamilia de las inmunoglobulinas interviniendo en
mecanismos de adhesion a endotelio o reconocimiento
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antigénico (24,25). También se ha observado que un
50% de los tumores de mama expresan ICAM- 1, y que
dicha expresion se correlaciona con un prondstico mas
favorable (26).

Se ha utilizado marcaje de moléculas de adhesién
fundamentales en angiogénesis, como PECAM-1, para
estudio de angiogénesis intratumoral y correlacionarlo
con &l pronostico (27).

CARCINOMA DE PULMON

El carcinoma de pulmén representa un grupo hetero-
géneo de tumores con grandes variaciones en cuanto a
caracteristicas bioguimicas, morfoldgicas y clinicas.
Considerado a parte e origen neuroendocrino del carci-
noma microcitico de pulmén, hoy dia se considera ori-
gen para €l resto de los tumores pulmonares, €l epitelio
endodérmico bronquial. NCAM (neural cell adhesion
molecule) se considera un marcador sensible para el
carcinoma de pulmén de células pequefias y algunos no
microciticos. La presencia de la unidad alfa, caracteris-
ticadel NCAM embrionario en el carcinoma microciti-
co Yy una porcion de los no microciticos se correlaciona
con el comportamiento maligno y € prondstico (28). No
se ha encontrado una buena correlacién entre la pérdida
de expresion de E-cadherinay un peor prondéstico (10),
si se ha descrito recientemente una disminucién en la
expresion de membrana de proteinas de las Gap Junc -
tion y de las cadherinas en tumores mal diferenciados
(29). Se ha estudiado laexpresién tumoral de ICAM-1y
antigenos de histocompatibilidad clase | y 1 encontran-
dose a igual que ocurre en el cancer de mama, que la
ausencia de expresion de éstos se correlaciona con un
peor pronostico (30). Esto sugiere que dichas moléculas
intervienen en el reconocimiento inmune. La presencia
de niveles de ICAM-I elevados en suero pacientes en
estadios avanzados (31) pueden ser reflgjo de un siste-
ma inmune hiperactivado y al mismo tiempo un meca-
nismo de escape tumoral, mediante el bloqueo de sus
ligandos LFA-1 sobre las células de la respuestainmune
celular (8).

CARCINOMA GENITOURINARIO

Teniendo en cuenta que la mayoria de |os carcinomas
de vejiga se diagnostican en estadios de crecimiento
papilar no invasivos, e principal interés en el estudio de
las moléculas de adhesion haido encaminado ala detec-
cion de los subtipos que con mayor frecuencia van ha
recidivar y hacer invasivos. A este respecto €l estudio de
|a E-cadherinas ha aportado conclusiones interesantes.
Asi se ha visto una disminucién en la expresion de
E-cadherina en tumores que infiltran la muscular y en
aquellos no infiltrantes con alta frecuencia de recidiva
(32). Ademas se ha encontrado una relacion inversa
entre estamoléculay laexpresion del receptor del factor
de motilidad (gp78) (33). Estudios en lineas celulares de
carcinoma de vejiga han mostrado que se puede inducir
la expresién de E-cadherina con hormonas esteroideas
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como andrégenos y estrégenos (34). También se ha
determinado la fraccion soluble de E-cadherina en suero
y en orina. Parece que los pacientes con carcinoma de
vejigatienen elevados dichos niveles. Aln falta conocer
su valor clinico (35,36). Se ha correlacionado un aumen-
to en la expresion de CD44 con un mayor potencial
metastatizante (37). También se ha encontrado expresién
de ICAM-1 en algunos carcinomas de células transicio-
nales y ademas se ha visto como se puede inducir la
expresion de esta molécula, con interferon y BCG, utili-
zados habitual mente como tratamiento inmunoterapico
intravesical. Esto, de nuevo indica el papel que ICAM-I

puede tener en el reconocimiento antigénico tumoral. En
el carcinoma prostético, hay un descenso en la expresion
de E-cadherinas (38) y/o un aumento en la expresion de
CD44 (39) y esto se correlaciona con un peor prondstico.
No se havisto relacion entre los niveles séricos de molé-
culas de adhesion y parametros clinicos como estadio,
respuesta al tratamiento o recurrencia (40). La propor-
cion de carcinomas renales que expresan E-cadherinas
es mas baja que en otros tumores, por lo que €l valor de
la pérdida de expresion es menor, a pesar de ello también
se ha encontrado una relacion con la capacidad infiltran-
te (41). Se observa sobreexpresién en una alta propor-
cion de tumores, de ICAM-1 asi como aumento en de
sus niveles séricos en pacientes con carcinoma renal
metastésico, se desconoce que significado clinico tiene
(42). Se havisto que el carcinomarenal expresaintegri-
nas b,a, (VLA-4) cuyo ligando fisiol6gico es VCAM-I

(expresado en €l endotelio) esta expresion se correlacio-
na con el desarrollo de metéstasis por via hematdgena
(43).

MELANOMA

De los estudios realizados en melanomas sobre la
expresion de moléculas de adhesion hemos aprendido,
ademés de sus posibles implicaciones clinicas € que
multitud de citocinas importantes en la respuesta inmu-
ne, van amodular la expresion tumoral de dichas molé-
culas. Asi se ha puesto de manifiesto en ensayosin vitro
y en tratamiento de pacientes que ILE-I, ILE-2, TNF o
interferon modifican los niveles séricos y de expresion
de E-sdlectina, ICAM-1y VCAM-1 (44). Y, ademas,
como esta respuesta inmune antitumoral esta directa-
mente relacionada con la expresion por parte de mela-
nocito, de moléculas de adhesion, ICAM-1, VCAM-1,
HMC clase | (45,46). Al igua que en los caso anteriores
la expresion de algunas moléculas de adhesion como
integrinas avb, e ICAM-1, confieren un mayor poten-
cial metastasico a melanoma (7).

En los tumores restantes |os escasos estudio realiza-
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ANGIOGENES'S

Otro proceso fundamental en el desarrollo de metas-
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condiciones fisiol6gicas normales expresa en sus unio-
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dad y PECAM-1 (CD31) fundamental en los procesos
de formacion de nuevos vasos (50). De manera particu-
lar se ha observado en el endotelio tumoral expresion de
integrinas a,b, y como esta expresion es inducida por
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moléculas de adhesion en los diferentes tumores, encon-
tramos que algunas moléculas de adhesi6n desempefian
funciones similares en las diferentes neoplasias revisa-
das. Esto ha puesto en marcha lineas de investigacion
con €l objetivo de desarrollar nuevos tratamientos diri-
gidos hacia estas moléculas, regulando su expresién o
blogueando su funcién.

Asi con €l objetivo de aumentar la cohesividad tumo-
ral y evitar e escape tumora se han buscado estimula-
dores de la sintesis y expresion de cadherinas entre los
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También se estan utilizando como diana en el desarrollo
de anticuerpos monoclonales y vacunas antitumorales
(25).

Todo este desarrollo, no cabe duda que en los proxi-
mos afios aportara una via eficaz, completamente dife-
rente alas actuales, en el tratamiento y prevencion dela
enfermedad tumoral y sus metastasis.
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