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El cancer como una enfermedad genética

La expansion clonal no controlada de una célula, que con frecuencia causa invasion de los tejidos
circundantes y diseminacion metastasica, produce el cancer. Las alteraciones genéticas iniciales en esta
célula que desencadenan la proliferacion aberrante son seguidas por acimulo de mutaciones adicionales
entre su progenie. Por tltimo, ocurre un proceso de seleccion por el que las subclonas con propiedades
de mayor crecimiento se vuelven dominantes dentro del tumor, la llamada progresién tumoral. En
algunos tumores se ha definido una evolucion genética histologica y molecular clara desde las lesiones
precancerosas hasta el cancer francamente maligno e invasor (v.gr., cAnceres de coélon y vejiga). Sin
embargo, en muchas neoplasias este proceso puede no ser clinicamente evidente. Los genes que estan
alterados en el desarrollo y progresion del cancer atun se investigan en forma intensa. En muchos casos la
identificacion de estos genes ha contribuido a un mayor conocimiento de los mecanismos fisiol6gicos
normales que controlan la proliferacion celular. Los productos de estos genes participan en el control del
ciclo celular basico, la trasmision de sefiales de crecimiento, la regulacion de la diferenciacion y muerte
celular, y en el establecimiento de la inmortalidad celular. Tipicamente ocurre alteracion de estos genes
en las células somaticas destinadas a ser cancerosas. Sin embargo, en raros casos las mutaciones pueden
trasmitirse en linea germinal, causando una predisposicion genética al cancer (i.e., sindromes familiares

de cancer).

Se piensa que los factores ambientales también contribuyen en el desarrollo del cancer. Las interacciones
entre factores ambientales y variaciones genéticas sutiles que distinguen a los individuos pueden
constituir un determinante importante en el riesgo de cancer en la poblacion general. En algunos casos
existe una relacion directa entre el efecto del carcinégeno sobre el ADN y mutaciones especificas en el
gen supresor de tumores p53 (v.gr., exposicion a tabaco o a la toxina de hongos aflatoxina). En otros
casos, efectos més indirectos pueden aumentar el riesgo de desarrollar cancer (v.gr., exposicion a
carcin6genos potentes como asbesto o exposiciones mas sutiles, como tratamiento prolongado con
estrogenos). La exposicion a la radiacion ionizante es otra causa de cancer. La incidencia de leucemias y
de varios tumores solidos entre los sobrevivientes a la bomba atémica proporcioné datos para estudios
clasicos sobre las dosis de radiacion y sus consecuencias. Datos mas recientes se han obtenido a partir de
casos de complicaciones tardias de radioterapia o quimioteraapia radiomimética administradas a
pacientes como tratamiento para una neoplasia inicial.



Por ultimo, las infecciones virales se han relacionado con el desarrollo de canceres especificos. Estos
incluyen el carcinoma cervical causado por subtipos especificos de papilomavirus humano, el carcinoma
hepatocelular resultado de la infeccion cronica con virus de la hepatitis B, el carcinoma nasofaringeo y
los linfomas en huéspedes inmunosuprimidos que se asocian con virus Epstein-Barr, la rara leucemia
aguda de células T causada por el virus linfotropico transformador de células T humanas de tipo I y,
potencialmente, el sarcoma de Kaposi que se asocia con herpesvirus humano tipo 8. Con estas
excepciones, la mayoria de los canceres en humanos no son causados por una infeccion viral. Sin
embargo, mucho de nuestro conocimiento sobre los genes humanos que participan en el cancer derivd
originalmente de estudios de virus que provocan tumores en pollos y roedores. La alteracion por estos
virus de genes celulares que participan en la proliferacion celular llev) a la identificacion de los
oncogenes, proporcionando la primera clave para los eventos genéticos que causan el cancer en los
humanos.

Oncogenes y proto-oncogenes
MUTACIONES QUE CAUSAN ACTIVACION O MODIFICACION EN LA FUNCION

Los genes que causan cancer, u oncogenes, fueron descubiertos al encontrar que genes especificos de
retrovirus de pollos y roedores eran capaces de transformar las células normales de mamiferos en
cultivos. Se demostro6 que estos genes virales transformadores eran homologos de los genes de
mamiferos (proto-oncogenes) que habian sido robados de la célula huésped durante la evolucion viral
por su capacidad para estimular la proliferacion celular.' Los canceres humanos primarios, aunque no
son causados por una infeccidn viral, tienen alelos activados similares de proto-oncogenes. Entre los
primeros oncogenes descubiertos fueron los que codifican proteinas que participan en forma directa en
la trasmision de las sefiales de proliferacion celular. Estos incluyen receptores para factores de
crecimiento que estan activados en forma constitutiva, aunque responden a la presencia continua de un
factor de crecimiento (v.gr., receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas o receptor del factor
de crecimiento epidérmico) asi como a moléculas que le inhiben (i.e., moléculas que actian sobre una
region del ADN que se localiza en el lado 3”de un gen) que normalmente cambian entre el estado activo e
inactivo pero que estan mutadas en las células neoplasicas para mantenerse en una posicion permanente
de activacion (v.gr., H-ras, K-ras y N-ras). Los mecanismos por los que estas proto-oncogenes celulares
normales se activan en los canceres humanos incluyen mutaciones puntiformes, amplificacion de genes y
traslocacion de cromosomas [ver tabla 1 y figura 1]. Debido a que causan propiedades funcionales
nuevas o alteradas en la proteina que codifican y son genéticamente dominantes sobre el segundo alelo
normal, estas mutaciones cominmente son conocidas como de modificaciéon de funcién.

Figura 1

Mecanismo de activacion de los
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CDK4 Amplificacién, = GDNF-receptor de Tiroides (tipo papilar) Si (MEN2)

mutaciéon tirosina cinasa
puntiforme Cinasa dependiente = Tiroides (tipo medular) Si
de ciclina (melanoma
familiar)
MET Mutaciéon
puntiforme
SMO Mutacibénes HGF-receptor de Sarcoma Si (cancer
puntiformes tirosina cinasa renal
hereditario,
de tipo
papilar)
Beta-CAT Mutacién Molécula de Cancer de piel de células basales = ND
puntiforme, sefalizacion
delecion transmembrana en
dentro del la via sonica de
marco puercoespin
HST Amplificacion = Coactivador Melanoma, cancer de colonyde | ND
transcripcional, une | recto
a Ecadherina con el
citoesqueleto
PML/RAR- | Traslocacion Factor de Gaéstrico ND
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P53
gli Amplificacion = Factor de Sarcoma, glioma ND
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TTG Traslocacion Factor de LLA de células T ND

cromosbOmica | transcripciéon

LLA-leucemia linfocitica aguda, LPA-leucemia promiellocitica aguda,LMC-leucemia mielégena
cronica,EGF-factor de crecimiento epidérmico, FGF-factor de crecimiento de fibroblastos, GDNF,factor
neurotropico derivado de la linea de células gliales, GTPasa- guanosin trifosfatasa, HGF- factor de
crecimiento de hepatocitos, CPCP-carcinoma celular de células pequefias, ND- no determinado.



Mutaciones puntiformes

Las mutaciones puntiformes que son capaces de activar un producto genético son poco comunes y
reflejan propiedades funcionales especificas de la proteina en si. Por ejemplo, solo las alteraciones
especificas en los tres codones de la familia de proteinas ras causan una activacion constitutiva de la
senal ras.” Se supone que otras mutaciones son funcionalmente silenciosas o causan proteinas inactivas y
por lo tanto no son seleccionadas durante la transformacién neoplasica. En forma semejante, cambios
especificos en los aminoacidos de receptores de factores de crecimiento u otras moléculas de senal
confieren un efecto activo o inductor de crecimiento o evitan la inhibicién por parte de las senales
fisiologicas apropiadas. De especial interés son las mutaciones en el gen ret, un receptor de factor de
crecimiento y el Gnico proto-oncogén encontrado que muta en la linea germinal de pacientes
predispuestos a cancer. Las sustituciones de aminoacidos con diferentes dominios funcionales de la
proteina causan neoplasia endécrina multiple tipo IIA o tipo IIB o cancer medular de tiroides, mientras
que las mutaciones inactivas provocan un defecto en el desarrollo que afecta la innervacion del colon, la
enfermedad de Hirschsprung.3 La estrecha relacion entre las diferentes mutaciones en el gen ret y
diversos sindromes neoplasicos y de desarrollo parece deberse a diversas propiedades funcionales que
son mediadas por los varios dominios de la proteina ret asi como por diferentes vias asociadas a ret que
pueden activarse en distintos tipos celulares.

Amplificaciéon de genes y traslocaciones cromosomicas

Ademas de las sustituciones de aminoacidos que causan un producto genético activado, los proto-
oncogenes pueden convertirse a sus formas oncogénicas por alteraciones cromosémicas grandes. La
amplificacidon genética, que consiste en la sobrerreplicaciéon de fragmentos grandes de cromosomas, es
un mecanismo comun para la expresion exagerada aberrante de genes especificos en los tumores.* Los
genes amplificados, en ocasiones hasta en cientos de copias de los genes diploides normales, pueden
residir en elementos extracromosémicos pequenos (cromosomas doble punto) o pueden integrarse
dentro de una sola localizacion cromos6mica, detectables como una region grande de tincion
homogénea. En las células neoplasicas la pérdida de los genes celulares que contribuye normalmente al
mantenimiento de la integridad genomica (v.gr., p53) puede facilitar los eventos cromos6micos
aberrantes, incluyendo amplificacion genética y, por lo tanto, acumulacion de lesiones genéticas
adicionales. Entre los oncogenes mejor conocidos que son amplificados por células neoplésicas esta N-
myc. Este factor de transcripcion, que tiene un papel fisioldgico en la estimulacion de la proliferacion
celular, comunmente esta amplificado en el neuroblastoma pediatrico, en donde confiere un mal
pronostico clinico.” La expresion exagerada de los proto-oncogenes puede causar también una
traslocacion o rearreglo cromosémico, que mueve el gen de su promotor regulado fisiol6gicamente y lo
coloca bajo el control de un promotor extrafio y més activo.® Por ejemplo, en el linfoma de Burkitt el
locus cromosémico que contiene al gen c-myc se rearregla de modo que se pierden las regiones
reguladoras colocadas en direccion superior (i.e., la region localizada del lado 5 del gen); la expresion del
gen es dirigida por el intenso promotor de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, que activa en



forma constitutiva a los linfocitos B.”® La desregulacion de la expresion de c-myc en estas células
proporciona un potente estimulo para la proliferacion celular.

La primera traslocacion cromosémica especifica identificada en el cAncer humano fue el cromosoma
Filadelfia, que define a la leucemia mieloide cronica (LMC). La fusiéon de los cromosomas 9 y 22 causa la
union de dos genes no relacionados, el gen c-abl que codifica una tirosina cinasa, localizado en el
cromosoma 9, y el gen ber (por recombinacién de punto de ruptura) localizado en el cromosoma 22.° Por
este rearreglo cromosémico se forma una proteina quimérica con nuevas propiedades de transformacion.
Las variantes poco comunes de LMC, en las que el cromosoma Filadelfia no es evidente por analisis
citogenético, pueden tener rearreglos genéticos complejos, causando una traslocacion ber-abl que puede
detectarse solo con marcadores moleculares. La fase acelerada o blastica de la LMC suele asociarse con
duplicacion del cromosoma Filadelfia, lo que sugiere que el aumento de copias de este gen aberrante
confiere un efecto transformador dependiente de dosis. La fusién ber-abl también demuestra una
especificidad marcada al tipo celular: la clasica ruptura cromosomica se asocia con proliferacion
mieloide, mientras que una ruptura variante, que causa una alteracion sutil en la proteina quimérica,
origina la leucemia linfoide pediatrica, que tiene mal prondstico.'® La importancia de la traslocacion ber-
abl consiste en que el evento genético inicial en la LMC est4 apoyada por un modelo murino, en el que la
expresion transgénica de la proteina quimérica ber-abl en las células hematopoyéticas es suficiente para
desencadenar proliferacion tanto mieloide como linfoide."

Otras traslocaciones cromos6micas que generan proteinas quiméricas nuevas se han asociado con
diversos tipos de leucemia.'” En la leucemia promielocitica aguda (LPA), un rearreglo cromos6mico une
un gen nuevo, PML, con el gen del receptor-alfa del acido retinoico (RAR-alfa). Aunque se desconocen
las propiedades funcionales precisas de la molécula quimérica PML-RAR-alfa, esta traslocaciéon puede
explicar la respuesta dramatica de esta leucemia al tratamiento con 4cido retinoico-trans, que ha
revolucionado el cuidado clinico de los pacientes con LPA."® También se ha identificado otro producto de
traslocacion cromosémica nuevo, el TEL-AML1, que ocurre en una forma comun y con buena respuesta a
tratamiento de leucemia linfoblastica aguda pediatrica.'4

La capacidad de las células leucémicas para crecer en cultivo lo suficiente para realizar un anélisis
citogenético ha facilitado la caracterizacion de las traslocaciones cromosomicas en las leucemias. Sin
embargo, también se han observado traslocaciones cromosémicas especificas en tumores sélidos.
Destacan el sarcoma de Ewing y la familia de tumores neuroepiteliales periféricos (TNEP). Estos tumores
antes mal definidos se sabe que se asocian con una traslocacién cromosémica que fusiona el gen EWS
con diversos factores de transcripcion de la familia del gen ETS (la proteina quimérica mas comun es
EWS-FLI1)." Este producto quimérico parece actuar directamente sobre los promotores para dirigir la
expresion de genes que inducen la proliferacion celular. La identificacion de las traslocaciones EWS
permiti6 la clasificacion molecular de una clase de tumores cuya proliferacion se debe a alteraciones
genéticas semejantes y que responde a esquemas quimioterapicos parecidos.

FUNCION DE LOS ONCOGENES IN VITRO Y EN MODELOS MURINOS



La deteccion de mutaciones de cambio de funcion en los proto-oncogenes proporciona evidencia intensa
de que estas alteraciones genéticas contribuyen a la transformacién maligna. Sin embargo, el tiempo en
que ocurren estas mutaciones durante el inicio y la progresion del cAncer puede ser variable. Con la sola
excepcion de c-ret, no se observan mutaciones de los proto-oncogenes en la linea germinal de los
pacientes con sindromes familiares de cancer, quiza porque tienen consecuencias adversas en el
desarrollo normal. Las traslocaciones cromosémicas parecen constituir el evento inicial para la
transformacion maligna en algunas leucemias y tumores so6lidos. En otros canceres, las mutaciones en
los proto-oncogenes pueden contribuir a la progresion del cancer una vez que ya se ha desarrollado. Dos
modelos experimentales, los ratones transgénicos y el cultivo celular, han sido de gran valor para
reconocer las propiedades funcionales de los oncogenes. Los ratones transgénicos son generados por la
inyeccion de plasmidos de ADN recombinante en un huevo fertilizado.'® Estos plasmidos pueden
contener un oncogén cuya expresion esté dirigida por un promotor tisular especifico. Una fracciéon de la
progenie del raton demostrara la expresion esperada del constructo transgénico. Aunque la expresion de
ciertos oncogenes en los tejidos apropiados puede causar un crecimiento maligno, en otros casos el
cancer se desarrolla solo después del apareamiento de ratones que expresan diferentes oncogenes. La
expresion de dos oncogenes diferentes en la progenie puede ayudar a inducir el crecimiento maligno."”
También se ha probado la funcion de oncogenes dominantes por medio de la transformacion de células
de roedores in vitro. Mientras que las lineas celulares establecidas requieren de poco estimulo para
volverse tumorigénicas, las células cultivadas, como las derivadas de rifién de rata bebé o de fibroblastos
de embrion de raton, se transforman solo después de la introducciéon de combinaciones de potentes
oncogenes.'® Por ejemplo, la combinacioén de c-myc y H-ras activado es eficaz para transformar a las
células primarias, pero ninguno de estos dos oncogenes es suficiente en forma aislada.

Ademas de su papel para validar la posibilidad de transformacién de los proto-oncogenes activados, los
ensayos funcionales sobre el estudio de los virus ADN tumorales han proporcionado conocimiento
importante sobre la relacion entre los oncogenes y otra clase de genes relacionados al cancer, los
supresores de tumores. A diferencia de los retrovirus que tienen versiones activadas de proto-oncogenes
celulares incorporadas a sus propios genomas, los virus ADN tumorales, como el adenovirus, el SV40 y el
papilomavirus, codifican proteinas virales originales capaces de transformar a las células de roedores,
monos o0 humanos. La introduccion del antigeno SV40 T a ratones transgénicos causa el desarrollo de
tumores en practicamente cualquier tejido en el que se exprese. En forma semejante, la combinaciéon de
las proteinas adenovirales E1A y E1B es altamente transformadora en ensayos de trasnformacion celular
primaria. Un descubrimiento importante respecto a la etiologia del cancer fue el hallazgo de que los
genes transformadores derivados de estos tres virus ADN tumorales no relacionados tenian la misma
funcién, que consiste en la inactivacion de los genes celulares supresores de tumores p53 y RB1." Por lo
tanto, el cancer se origina tanto por aumento de senales de proliferacion como por pérdida de genes que
inhiben la proliferacion celular.

Genes supresores de tumores



REVERSION DE LA TUMORIGENICIDAD

Antes conocidos como anti-oncogenes, los genes supresores de tumores constituyen una familia de genes
celulares cuya inactivacion durante la tumorigénesis promueve el crecimiento maligno [ver tabla 2]. Su
descubrimiento inicial surgio6 de tres lineas convergentes de investigacion: el analisis de las propiedades
funcionales de las células normales contra las cancerigenas, estudios epidemiol6gicos de cancer en nifios
y el anélisis genético molecular de pérdidas cromos6micas en tumores. Uno de los descubrimientos
iniciales fue que la fusion de una célula maligna a una maligna causaba una célula hibrida que perdia sus
propiedades malignas [ver figura 2].>° Este dato inesperado indicaba que el estado de malignidad era
recesivo y sugeria que genes en la célula no maligna podrian restablecer el control del crecimiento
normal de una célula maligna que aparentemente habia perdido informacion genética. Estos
experimentos fueron seguidos por la demostracion de que cromosomas individuales aislados de células
normales eran capaces de revertir la tumorigenicidad de las células neoplasicas.*’ La clonaciéon molecular
de genes especificos supresores de tumores hizo posible después demostrar que los plasmidos de ADN
recombinante que contenian estos genes eran capaces de suprimir el crecimiento tumoral.

Figura 2

Reversién de la tumorigenicidad
por genes supresores de
tumores.






Gen

RBI

TIP53

p16

APC

MSH2,MLH1

PMS1, PMS2

WT-1

NF-1

NF-2
VHL

BRCA1

BRCA2

Funcion del
producto proteico

Regulador
transcripcional, unién a
E2F1

Factor de transcripciéon

Inhibidor de cinasa
dependiente de ciclina

Regula la funcion beta-
catenina, ¢unién a
microtabulos?

Reparacion de errores
del ADN

Factor de transcripciéon

P21ras-GTPasa,éunion
a microtibulos?

Unio6n de la
yuxtamembrana al
citoesqueleto

¢Regulador de la
estabilidad proteica?

¢Reparaciéon de ADN?,
forma complejos con
Rads1, regulador de la
transcripcion

Reparacion de ADN, se
une a Rads1

Canceres con mutaciéon
somatica

Retinoblastoma,
osteosarcoma, CPCP, mama,
prostata y vejiga

-50% de todos los canceres
(raro en algunos tipos de
cancer, v.gr., prostata,
neuroblastoma)

-20-25% de muchos tipos de
cancer diferentes (v.gr.,
mama, pulmon, pancreatico,
vejiga)

Mutaciones de colon y recto,
raro o ausente en la mayoria
de otros canceres

Cancer de colon y de recto,
endometrial, gastrico

Tumor de Wilms

Melanoma, neuroblastoma

Schwannomas,
meningiomas,
ependimomas

Renal (cancer de células
claras), hemangioblastoma

Ovérico (-10%), raro en el de
mama

Se desconocen

Mutacion de linea
germinal

Retinoblastoma familiar

Sindrome de Li-Fraumeni

Melanoma familiar,
carcinoma familiar
pancreatico

Poliposis adenomatosa
familiar, sindrome de
Gardner, sindrome de
Turcot, enfermedad
desmoide familiar

Cancer de colon y de recto
hereditario sin poliposis

Sindromes WAGR y
Denys-Drash

Neurofibromatosis tipo 1

Neurofibromatosis tipo 2

Enfermedad hereditario de
mama y ovario

Carcicoma hereditario de
mama y ovario

Carcicoma hereditario de
mama (en mujer y
hombre), pancreético y
¢ovarico?



MEN1 Se desconocen Adenomas paratiroideos, Neoplasia enddcrina
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EL MODELO DE KNUDSON Y LAS MUTACIONES DE PERDIDA DE FUNCION

La mayoria de los canceres se originan durante la edad adulta; al parecer el aumento en la incidencia de
cancer al aumentar la edad es un reflejo del acimulo del dafio genético en las células tronco viejas. Los
canceres pediatricos, aunque raros, tipicamente se desarrollan en células tronco jovenes, como las células
tronco renales que originan el tumor de Wilms, las células primitivas del neuroectodermo que se



transforman en neuroblastoma y los retinoblastos que pueden producir el tumor ocular retinoblastoma.
Un dato caracteristico de estos tumores pediatricos es la existencia de familias en las que
aproximadamente la mitad de los nifios desarrollan tipos especificos de tumores. Dentro de estas
familias con predisposicion al cancer los tumores que se originan con frecuencia son bilaterales o
multicéntricos desde el principio y se desarrollan antes que lo correspondiente al comparar con los casos
aislados en la poblacion general. Al usar la distribucion de Poisson para determinar la probabilidad de
desarrollar cAncer como una funcion de la edad en los canceres familiares comparado con los canceres
pediatricos esporadicos, Alfred Knudson propuso el modelo que forma ahora el fundamento de la

genética del cancer humano [ver figura 3].>*

Figura 3

Modelo de Knudson de las dos
lesiones para el inicio de los
tumores.

El modelo Knudson predice que los nifios con tumores familiares han heredado una alteracion genética
inicial y requieren solo otra alteracion genética adicional para iniciar la tumorigénesis. Por el contrario,
los nifos con tumores esporadicos necesitan adquirir dos alteraciones genéticas independientes dentro
de la misma célula, un evento poco probable que explica porqué los canceres esporadicos son menos
frecuentes, de presentacion unilateral y de inicio més tardio. Estudios genéticos subsecuentes en dos de
los tumores estudiados por Knudson identificaron estos llamados golpes o alteraciones genéticas como la
inactivacion secuencial de los dos alelos de un gen supresor de tumores critico: el RB1 en el
retinoblastoma®3 y el WT1 en el tumor de Wilms.*# El modelo Knudson explica también la paradoja
respecto a que las mutaciones en genes supresores de tumores son de pérdida de funcién o recesivas [ver
tabla 2], a pesar de que el cancer familiar se presenta con un rasgo autosémico dominante. Aunque la
pérdida de un solo alelo de un gen supresor de tumores puede ser funcionalmente silenciosa en presencia
de un segundo alelo normal, la frecuencia de mutaciones espontaneas es suficientemente alta para
asegurar que por lo menos una célula dentro de la célula blanco tenga posibilidad de perder un segundo
alelo e iniciar la transformacion maligna [ver figura 3].

Los genes supresores de tumores fueron identificados por la aplicacion de herramientas citogenéticas y
de genética molecular a estas observaciones funcionales y epidemiolégicas. Mientras que la mutacion
inicial que inactiva un alelo de un gen supresor de tumor es tipicamente una mutacion puntiforme dentro
de un gen en si, la pérdida de un segundo alelo frecuentemente causa una delecién cromosémica o
rearreglo mayor.>> La segunda alteracion puede identificarse con facilidad por analisis de cariotipo, pero
con mas frecuencia se requiere analisis molecular para detectar la pérdida de marcadores polimorficos
asociados en forma estrecha con el gen blanco. Los marcadores polimoérficos (como los fragmentos de
restricciéon de longitud polimorfica) son variables genéticas que pueden usarse para identificar
cromosomas heredados de un padre [ver figura 4]. La pérdida de un polimorfismo derivado de



cualquiera de los padres (llamada pérdida de la heterocigosidad [PH]) es indicacion de que un gen
supresor de tumores vecino ha sido inactivado en un céncer. Estas pérdidas alélicas, que pueden
mapearse en todos los cromosomas para un tipo determinado de tumor, han sido mas eficaces para aislar
genes supresores de tumores individuales, tipicamente con estrategias de clonacion posicional.

Figura 4

Pérdida de alelos en los
tumores y pérdida de la
heterorocigosidad (PH).

PROGRESION DEL CICLO CELULARY VIA DEL RB1

El primer supresor de tumores identificado fue el gen RB1, que participa en el tumor ocular pediatrico
retinoblastoma.>® De muchas maneras, el RB1 sigue siendo el prototipo de esta clase de genes y su
conexion intima con el mecanismo basico de progresion del ciclo celular ilustra la estrecha relacion entre
la proliferacion celular normal y la transformacién maligna. Como lo predice el modelo Knudson,** un
alelo de RB1 es inactivado en la linea germinal de nifos con retinoblastoma familiar. Sus tumores
demuestran PH, lo que indica pérdida somatica del alelo restante. Los nifios con retinoblastoma
esporadico, que constituyen el 9o por ciento de los casos, tienen ambos alelos RB1 inactivados dentro de
una sola célula somética. Los nifios que portan una mutaciéon en un alelo RB1 también tienen
predisposicién a osteosarcomas, aunque no tienen mayor susceptibilidad a otros tipos de cancer en los
que se ha demostrado pérdida somética del RB1 (v.gr., cAncer de pulmén). Esto ilustra una paradoja
importante en la genética del cancer: un gen expresado en todos los tejidos normales controla el inicio
del cancer solo en 6rganos seleccionados, en otros parece ser solo una mas de muchas alteraciones
genéticas que contribuyen al estado de neoplasia. Las explicaciones actuales para esta paradoja incluyen
diferencias potenciales en el ensamble genético de diferentes tipos célulares, asi como diferencias en los
mecanismos compensatorios que pueden activarse después de la pérdida de un gen supresor de tumores
(v.gr., el desencadenamiento de la muerte celular).

La proteina codificada por RB1 es una fosfoproteina nuclear que se une a productos de una familia de
genes llamada E2F, que a su vez se asocian con proteinas de la familia DP.2° Los complejos E2F-DP
tienen un papel crucial al activar la transcripcion de los genes requeridos para la sintesis de ADN. La
union a RB1 suprime este efecto, esencialmente al bloquear a las células en la fase G1 del ciclo celular.
Durante la proliferacion celular normal, un complejo de cinasa que regula el ciclo celular y que contiene
ciclina D y cinasa 4 dependiente de ciclina (DDK4) fosforila a RB1, causando su liberacién del complejo
E2F-DP, lo que permite que la célula entre a la fase de sintesis (S) del ADN del ciclo celular. Aunque la
inactivacion fisiologica de la RB1 a través de la hiperfosforilacion es transitoria y reversible, la
inactivacion de RB1 por mutacioén, comin en muchos tipos diferentes de tumores, permite un estimulo
constante para la proliferacion celular. En forma semejante, los virus ADN oncogénicos codifican



proteinas que inactivan de modo especifico e irreversible al producto del gen RB1, como la proteina E1A
del adenovirus, el antigeno T del SV40 y la proteina E7 del papilomavirus. El RB1 en si es un miembro de
una familia de genes, con dos genes muy relacionados denominados p107y p130. Aln no se sabe por qué
el RB1 es un blanco frecuente de mutaciones en los canceres humanos mientras que estos genes similares
no mutan. El mejor conocimiento en las diferencias sutiles de la funcion de estos otros genes podra
explicar este hecho.

El estudio sobre la regulacion normal del RB1 ha proporcionado también conocimientos importantes
sobre otros genes relacionados con el cancer que participan en la regulacion del ciclo celular [ver figura
5]. El ciclin D, un gen cuya expresion causa hiperfosforilacion e inactivacion de RB1, suele amplificarse y
expresarse en forma exagerada en el cancer de mama. Por el contrario, p16/INK4a, un inhibidor de
CDK4 que favorece la forma activa hiperfosforilada de RB1, sufre delecion en gran variedad de tumores.
Las mutaciones de linea germinal de p16/INK4a son causa del melanoma familiar.** Por dltimo, también
se han demostrado mutaciones en el gen cinasa CDK4 que hacen que la proteina codificada sea
insensible a la inhibicion por p16/INK4a, favoreciendo la inactivacién de RB1, en canceres humanos y en
lineas de melanoma. Un dato caracteristico de las mutaciones en estos diferentes componentes del ciclo
celular es que parecen ser mutuamente excluyentes. Un solo tumor tiene una alteracion en solo uno de
estos genes, lo que es evidencia de que estas mutaciones son funcionalmente equivalentes y que no se
confiere ninguna mayor ventaja de crecimiento por el acimulo de mutaciones adicionales en

componentes de la misma via.?®

Figura 5

Gen del retinoblastoma (RB17) en
el ciclo celular.

GENES DE ESTABILIDAD GENOMICA: p53 y BRCAT

Aunque el gen supresor de tumores RB1 es un componente central de la regulacion del ciclo celular, p53
tiene un papel crucial en el mantenimiento de la integridad genémica, de ahi su designacion popular
como el "guardian del genoma".* p53 se expresa normalmente en niveles bajos en todas las células. Sin
embargo, las lesiones genéticas, como la radiacidn ionizante, inician la estabilizacion y activacion de la
proteina p53. La p53 funciona como un factor de transcripcion, dirigiendo la expresion de p21, un
inhibidor de cinasas dependiente de ciclinas que regula el ciclo celular [ver figura 6].3° La activacion de
p53 causa cierta detencion en la fase G1 del ciclo celular, permitiendo a las células reparar el dafio del
ADN antes de continuar hacia la fase S y la replicacion del ADN. En otras células, la activacion de p53
ocasiona (a través de mecanismos no bien establecidos) apoptosis, un programa de suicidio celular en
células cuyo ADN tiene dafio irreparable. No es sorprendente que las mutaciones de p53 sean comunes
en los canceres humanos y se demuestren en hasta el 50 por ciento de los casos.?' La mayoria de las

mutaciones son sustituciones de aminoécidos dentro del dominio de union al ADN de p53, causando su



plegamiento erréneo y union a proteinas de choque térmico. En consecuencia, la velocidad de recambio
de proteina se prolonga en estas moléculas p53 con mutacion. Esto explica la paradoja de que los niveles
elevados de proteina p53 en muestras tumorales se toman con frecuencia como evidencia de una
mutacion en el gen p53.

Figura 6

Via de respuesta del p53 al
dafo del ADN.

Las constelaciones de mutaciones p53 en los tumores han proporcionado también una correlacién
importante con el mecanismo supuesto de carcinogénesis. Por ejemplo, se han encontrado mutaciones
p53 especificas en canceres de higado en una poblacion en una region de China expuesta a niveles altos
del carcindgeno hepatico derivado de hongos aflatoxina, y el panel de mutaciones observadas en el
cancer pulmonar correlaciona con los inducidos por los carcinégenos policiclicos en el tabaco. Por el
contrario, con frecuencia se detectan mutaciones p53 en el carcinoma de colon y recto en nucle6tidos que
son susceptibles a metilacion, lo que parece ser un mecanismo comun para las mutaciones

espontaneas.?”

La delecion de p53 en el raton tiene efecto minimo en el desarrollo normal, pero causa mucho mayor
formacion tumoral.?® Este cambio es més sutil en el raton que no tiene un alelo p53, los ratones que
carecen de ambos alelos sucumben rapido por tumores. La expresion exagerada de algunos mutantes p53
puede alterar la formacioén normal de tetrameros p53, un fenotipo denominado dominante negativo o
disfuncional, cauando un nivel intermedio de formacién de tumores. En los humanos la pérdida de un
alelo p53 de linea germinal es responsable del fenotipo multicancer conocido como sindrome de Li-
Fraumeni.?* Las familias afectadas por este raro rasgo autosémico dominante demostraron
predisposicién muy penetrante a diferentes tipos de cancer, incluyendo sarcomas, cancer de mama,
tumores cerebrales y leucemia. El mecanismo por el que la incativacion de la funcién de p53 produce
desarrollo de cancer parece ser la pérdida de un punto de revision de la integridad del material genético
antes de la replicacion del ADN. p53 tiene también un papel crucial en desencadenar el suicidio celular
en respuesta a sefiales de crecimiento inapropiadas, como las inducidas por la pérdida de otros
supresores tumorales o por la activaciéon de proto-oncogenes. En algunas neoplasias, como las que se
originan en el sindrome de Li-Fraumeni, la pérdida de p53 inicia la tumorigénesis; en otras, como el
cancer de colon y recto, la inactivacion de p53 es un evento genético tardio importante en la progresion
del fenotipo de malignidad.

Como RB1, p53 es blanco especifico de productos de oncogenes virales, incluyendo la proteina E1B del
adenovirus, el antigeno T de SV40 y la proteina E6 del papilomavirus. Por lo tanto, los virus ADN
tumorales combinan una estrategia dual: inducen proliferacion celular al inactivar RB! y alteran la
capacidad de p53 de desencadenar la muerte celular en respuesta a esta sefial aberrante de



proliferacion.3> Se ha encontrado que algunas proteinas celulares controlan la funcién de p53. Entre
estas se encuentran MDM2, una proteina que es inducida por p53 y que aumenta a su vez la degradacion
de p53, proporcionando un mecanismo crucial de retroalimentacion negativa [ver figura 6]. El hecho de
que p53 y MDM2 sean parte de una via celular comun es apoyado por alteraciones mutuamente
excluyentes en los canceres humanos: los osteosarcomas son causados por una mutaciéon que inactiva
p53 o amplifica el gen MDM2, provocando sobreproduccién del producto del gen.3® Los ratones que
carecen de ambos alelos de MDM2 mueren en etapa embrionaria temprana, a menos que también les
falte p53, y en ese caso se desarrollan de modo normal hasta la edad adulta, lo que es evidencia de que
MDM2 es indispensable para prevenir la actividad opuesta de p53 durante el desarrollo normal.?” Otro
regulador potencialmente importante de p53 es el gen p19-ARF. Este gen no es habitual porque se
sobrepone con el gen p16/INK4a pero es codificado por un marco de lectura de codén diferente.3®
p19/ARF interacttia con MDM2 para regular el recambio de p53, su papel en el cancer humano es
sugerido por la frecuencia con la que estos tumores contienen deleciones gendémicas que inactivan tanto
p16/INK4a y p19-ARF. Por tltimo, dos miembros de la familia genética de p53 (uno llamado p73y el
otro p63 o p51) tienen algunas de las mismas funciones de p53 in vitro, y su posible papel en el cancer

humano es motivo de investigacion.3%4°

Aunque p53 ha sido el gen supresor de tumores mas estudiado de los implicados en la estabilidad
genOmica, otros genes asociados con enfermedades parecen funcionar en forma semejante o paralela. El
gen de la ataxia-telangiectasia ATM, responsable de un rasgo autosémico recesivo caracterizado por
degeneracion cerebelosa, disfuncion inmunologica y predisposicion al cancer, funciona hacia arriba de
P53 v es necesario para su activacion después de la radiacidon ionizante.*4* Otros dos genes que pueden
funcionar en la estabilidad genémica son el BRCA1 y el BRCA2.#344 Los productos de estos genes,
responsables de la predisposicion al cancer de mama y ovario, parecen interactuar con otras proteinas
activas en la recombinacion y reparaciéon cromosémica.*> Aunque las propiedades funcionales precisas
de los productos de los genes BRCA1 y BRCA2 se desconocen todavia, las mutaciones en estos genes
pueden desencadenar transformacién maligna al evitar que las células reparen el dafio al ADN.

SUPRESORES DE TUMORES QUE PARTICIPAN EN LA SENALIZACION Y DIFERENCIACION

La identificacion de genes supresores de tumores implicados en los sindromes con predisposicién a
cancer ha llevado al descubrimiento de componentes clave en las vias de diferenciacion celular. El gen
WT1 codifica un regulador de la transcripcion que se expresa en forma especifica en los podocitos del
glomérulo en desarrollo. Las mutaciones en el WT1 causan el tumor de Wilms, un cancer renal
embrionario y las mutaciones de linea germinal provocan defectos del desarrollo genitourinario. Los
genes que normalmente son controlados por WT1 parecen participar en la proliferacion y
diferenciaciéon.*® El gen von Hippel-Lindau (VHL) con frecuencia est4 mutado en canceres de células
renales en adultos y en la linea germinal de pacientes con un sindrome que incluye tumores vasculares
tanto benignos como malignos. La proteina VHL parece funcionar en la regulacion de la estabilidad de
los ARN mensajeros especificos (ARNm), incluyendo el factor de crecimiento vascular epidérmico.*” El
gen APC es un blanco clave en el cancer de colon y recto: las mutaciones de linea germinal provocan



poliposis colonica familiar, un sindrome caracterizado por el desarrollo de numerosos polipos colénicos
con un riesgo muy alto de transformaciéon maligna. Las mutaciones somaticas constituyen el paso inicial
en el desarrollo del cAncer de colon y recto.*® El producto APC normalmente se une e inactiva la beta-
catenina, un cofactor importante en la sehalizacion por la familia del gen WNT, que participa en vias de
desarrollo claves. La inactivaciéon del APC altera la funcion de WNT, causando senales de desarrollo
anormal en el epitelio del colon. Los genes SMAD, activos en la sefializacion por el factor transformador
de crecimiento-beta (FTC-beta) sufren mutacion en los tumores pancreaticos.** PTCH, un receptor para
otro factor de crecimiento denominado puercoespin, sufre mutacion en el sindrome de nevos de células
basales, lo que causa predisposicion a sufrir cancer de piel.>® Otros genes supresores de tumores
asociados con las vias de sefalizacion celular son el gen NF1, que es responsable de la neurofibromatosis
(enfermedad de von Recklinhausen) y cuyo producto genético normalmente inhibe al proto-oncogén
ras,”" el gen NF2, que con frecuencia sufre mutacién en los mesoteliomas y schwannomas y que codifica
una proteina estructural que puede participar en la adhesién y proliferacion celular,>” y el gen PTEN, que
esta implicado en un gran nimero de canceres diferentes y en el sindrome con predisposicion a cancer de
mama conocido como enfermedad de Cowden y que codifica una fosfatasa que se piensa cataliza la
eliminacion de una molécula de fosfato clave de proteinas blanco especificas.53 En resumen, los genes
cuya alteracion causan cancer humano constituyen enlaces cruciales en las vias de diferenciacion y
proliferacion celular.

Inestabilidad de microsatélites y reparacion de errores en el ADN

El uso de tiras cortas y repetitivas de nucléosidos (microsatélites), que son muy variables de persona a
persona, para rastrear diferentes alelos dentro de muestras de tumor ha permitido un gran
descubrimiento: en algunos casos el tamafo de los microsatélites varia entre los tumores y las células
normales del mismo pacientes. Esta observacion sugiere que los tumores tienen genes inactivados que se
requieren para corregir errores en la replicacion de estas tiras cortas y repetitivas de ADN.>* La
inactivacion de los genes de reparacion del ADN, que se conservan desde las bacterias a los humanos,
provoca acumulo de errores durante la replicacién del ADN que pueden detectarse con marcadores de
microsatélites colocados en forma aleatoria. Sin embargo, cuando ocurren errores en la replicacion
dentro de genes importantes el dafio es grave y puede desencadenarse la proliferacion maligna. Los
miembros de la familia de genes de reparacion de errores que son blanco més comin de mutaciones en
los canceres humanos se denominan MSH2 y MLH1. Las mutaciones en estos genes causan pérdida de la
funcidn; sin embargo, los genes de reparacion de errores difieren de los supresores de tumores clasicos
porque su inactivacion inicia el cincer en forma indirecta (i.e., al aumentar la frecuencia de mutaciones
de otros genes). La reintroduccion de una copia de un gen de reparacion normal después de que han
surgido mutaciones secundarias parece demasiado tardia como para revertir el fenotipo maligno. Se han
identificado los blancos potenciales de los genes de reparacion de errores. Entre los mas importantes
estan el receptor del FTC-beta, que contiene una secuencia corta y repetitiva dentro de su secuencia
codificadora.> Los tumores de colon y recto, en los que la mutaciéon de un gen de reparacion de errores
caua inestabilidad de microsatélites, pueden tener mutaciones dentro de esta secuencia especifica del gen
del receptor del FTC-beta, alterando asi una via importante para la regulacion de la proliferacion celular



en el epitelio del colon. Las mutaciones de linea germinal en los genes de reparacion se asocian con un
fenomeno de cancer multiple denominado sindrome de Lynch o cancer de colon y recto hereditario no
asociado a poliposis, que incluye predisposicién a cancer de colon, ovario y endometrio.5® Ademas,
alrededor de 10% de los canceres esporadicos de colon y recto tienen inestabilidad de microsatélites
(denominada RER™"), lo que sugiere que la alteracion en la reparacion de errores contribuye también al

cancer de colon y recto en ausencia de predisposicion familiar [ver figura 7].57

Figura 7

Inestabilidad de microsatélites y
reparacion del dario al ADN.

Progresion tumoral
ACUMULO DE LESIONES GENETICAS

Puede requerirse una lesion genética en un solo gen para iniciar la transformacién maligna. Sin embargo,
la progresion del fenotipo maligno requiere de la adquisicion de mutaciones adicionales que confieren
una ventaja adicional de crecimiento y que, por lo tanto, son seleccionadas durante la expansion de la
clona maligna [ver figura 8]. Un gen determinado puede ser determinante para la transformacion en un
solo tipo celular, pero tener un papel secundario en otro. El modelo mas intensamente estudiado de
progresion tumoral es el cancer de colon y recto, para el que Kinzler y Vogelstein correlacionaron la
progresion histolégica de pélipo a carcinoma con el acimulo de eventos genéticos.5® La mutacién
inactiva del gen APC se asocia con el desarrollo de hiperplasia epitelial, las mutaciones activadoras en el
H-ras y los cambios en la metilacién del ADN correlacionan con la progresion a polipos adenomatosos,
cambios en uno o mas genes que residen en el cromosoma 18q indican la transicion a adenomas de grado
alto de malignidad y, por altimo, la inactivaciéon de p53 acompana la evolucion a carcinoma maligno [ver
figura 9]. Las lesiones preneoplasicas que causan el cancer de colon y recto se definen con facilidad
porque ocurren en la mucosa del colon y son accesibles a biopsia colonoscépica. Otros modelos de
progresion tumoral son motivo de estudio, incluyendo los canceres de esofago, cabeza y cuello, y vejiga.

Figura 8 Figura 9

Progresion tumoral. Alteraciones genéticas durante
la progresion del cancer de
colon y recto.



MUERTE CELULAR E INMORTALIDAD

El estimulo de proliferacion celular inicial que ocurre en un evento de transformacion suele acompaifiarse
por un aumento en la muerte celular o apoptosis, un mecanismo compensatorio que evita el crecimiento
rapido de un cancer. La inactivacion del gen supresor de tumores p53 es la lesion genética mas comtn
que evita la respuesta de muerte celular, permitiendo que las células neoplasicas aumenten en niimero
con rapidez. Otro gen que participa en la regulacion de la apoptosis es bcl-2, que codifica una proteina
mitocondrial que evita el inicio de la cascada de proteasas requerida para el suicidio celular.”® El papel de
bcl-2 en el cancer humano se ilustra mejor en el linfoma folicular de células B, un tumor indolente en el
que una traslocacién cromosémica hace que el gen bcl-2 quede bajo el control del gen promotor de
inmunoglobulinas.®® La mayor expresién de bcl-2 en estas células linfoides impide su muerte celular
programada, causando la mayor masa celular que caracteriza a este linfoma de crecimiento lento. Los
modelos murinos en los que existe este rearreglo cromosémico tienen también un aumento marcado en
el nimero de linfocitos, analogo al linfoma humano. bcl-2 es parte de una gran familia de genes, algunos
miembros tienen efectos proapoptésicos y otros antagonizan la muerte celular programada.>® Un
miembro proapoptosico de la familia bel-2, BAX, contiene una secuencia repetitiva de nucle6sidos que es
blanco de mutaciones en tumores con inestabilidad de microsatélites.®®®* Por lo tanto, la expresién
exagerada de los miembros de la familia bcl-2 antiapoptoésicos o la inactivacion de los genes
proapoptosicos puede contribuir al fenotipo maligno.

Aunque la proliferacion y la apoptosis constituyen respuestas celulares inmediatas y opuestas a las
mutaciones de los proto-oncogenes y supresores de tumores, la inmortalidad célular se refiere a la vida
celular ilimitada requerida para la formacion de un tumor. Las células somaticas estan programadas para
sufrir solo un nimero limitado de divisiones celulares, después de lo cual entran en un estado latente.
Esto es mas aparente in vitro, en donde las células primarias cultivadas llegan al final de su vida
programada, crecen y cesan de dividirse en forma permanente.® Los mecanismos moleculares que
causan este estado de latencia no se conocen bien, pero se ha sugerido que en modelos murinos los genes
supresores de tumores p16-INK4a, p53 y p19-ARF pueden tener alguna funcion. Las células primarias
que son estimuladas a proliferar por transformaciéon oncégenica no tienen esta etapa latente y entran en
crisis, o muerte celular masiva, al llegar al final de su vida. El pequefio nimero de células que sobrevive a
la crisis es capaz de dividirse en forma infinita, constituyendo lineas celulares practicamente inmortales.
Estos estudios in vitro han proporcionado un modelo para estudiar el reloj biologico de las células
somaticas normales, uno de los vigilantes mas importantes contra la transformaciéon maligna y que debe
ser brincado por todas las células cancerosas destinadas a crecer mas alla de su vida programada.

El reloj biologico celular se relaciona con los telomeros, los extremos de los cromosomas que se
requieren para mantener la integridad cromosdémica y que estan compuestos de nucleétidos que se
repiten.® Debido a que la ADN polimerasa no copia los extremos finales de los cromosomas, un
problema causado por el requerimiento de cebadores para iniciar la replicacion de ADN, los telémeros se
acortan con cada division celular. El periodo de latencia celular correlaciona bien con el acortamiento de
los teldbmeros a menos del tamafio requerido para mantener la integridad de los cromosomas. En



contraste con las células somaticas que tienen un periodo de vida finito, las células germinales y las
células tronco hematopoyéticas conservan la longitud de sus telomeros con una enzima denominada
telomerasa. La telomerasa es una ribonucleoproteina con actividad de transcriptasa inversa que usa el
templete de ARN para agregar las repeticiones apropiadas de nucledtidos a los extremos de los
telomeros, evitando asi el acortamiento progresivo que acompana a la division celular [ver figura
10].°4% Los tumores humanos han adaptado el mecanismo fisiolégico de evitar el periodo latente, y la
mayoria de las células tumorales expresan niveles altos de telomerasa. Por analogia, las células cultivadas
que surgen de la crisis y se han vuelto inmortales también expresan telomerasa, y esto se ha demostrado
en modelos in vitro de transformacion maligna. El aislamiento reciente de la subunidad catalitica de la
telomerasa, denominada hTERT, ha permitido el analisis de su patron de expresion a nivel unicelular,
demostrando que comtinmente es inducida en las fases iniciales de la transformacién maligna.®® El
hecho de que hTERT codifica una transcriptasa inversa tinica ha estimulado el interés por disenar
agentes inhibitorios especificos.

Figura 10

Latencia celular y activacion de
la telomerasa.

METASTASIS Y ANGIOGENESIS

El acimulo de mutaciones que causan proliferacion celular y la adquisicion de un periodo de vida infinito
proporcionan los componentes esenciales de la transformacion maligna, pero es la invasion tisular y la
formacion de metastasis lo que constituye las propiedades maés visibles y agresivas del cancer. Las células
neoplasicas invaden los tejidos normales vecinos, penetrando la membrana basal epitelial y las células
endoteliales y viajando a través de la circulacion o el drenaje linfatico hacia 6rganos distantes, en donde
salen de los vasos y se establecen en sitios independientes para crecer. Por desgracia, los eventos
genéticos responsables de estas complejas caracteristicas del cAncer humano no se han definido y los
modelos animales actuales han dado pocos datos hasta el momento. Se sabe que las células cancerigenas
secretan enzimas, como la metaloproteinasa-2 de la matriz (MMP-2), que son capaces de digerir la
membrana basal, facilitando la invasién tisular y la siembra en la circulacién.®” La expresién de proteinas
especificas de unién a la membrana, como la integrina alfavbeta3s, parece anclar la MMP2 a la superficie
de las células tumorales. En la actualidad se investiga en estudios clinicos la administracion sistémica de
inhibidores de la metaloproteinasa junto con farmacos quimioterapicos. También las moléculas de
adhesion celular han sido implicadas en las metastasis, explicando en parte la predilecciéon aparente de
ciertos tumores por sitios de metéstasis especificos. Entre las moléculas mejor caracterizadas esté la
proteina de superficie celular CD44; la ruptura alternativa del pre-ARNm produce variantes de
transcritos de CD44, lo que produce diferentes isoformas de proteina. Existen variantes especificas de
CD44 en niveles altos en las células tumorales metastésicas, que pueden tener un papel para facilitar la

invasiéon.®® La menor expresion de E-cadherina y alfasbeta1 integrina en las células tumorales ha



correlacionado también con mayor migracion de las células y tumorigenicidad. Es posible que
comparaciones adicionales entre tumores primarios y metastasicos revelen cambios genéticos que
pudieran causar la progresion del fenotipo maligno.

Una propiedad critica requerida para el crecimiento de los canceres mas alla de un tamafno minimo es la
formacion de vasos sanguineos.®® Los tumores varian en su grado de vascularizacién, e incluso dentro de
un tumor determinado, ciertas areas se vuelven hipdxicas y francamente necroticas al crecer en
desproporcion al aporte sanguineo. Los péptidos angiogénicos secretados por los tumores son
semejantes a los liberados durante la cicatrizacion fisiologica de las heridas, incluyendo el factor de
crecimiento epidérmico vascular y el factor de crecimiento derivado de plaquetas. Sin embargo, en los
modelos murinos ciertos tumores primarios pueden liberar también sustancias que se piensa evitan que
sus metastasis a distancia recluten vasos sanguineos, un fenémeno que podria explicarse como la
prevencion esencial de la competencia por nutrientes. Este descubrimiento llev6 a Folkman y
colaboradores a aislar dos péptidos angiogénicos denominados angiostatin y endostatin.”®”* Ambas
sustancias son poco comunes porque parecen ser productos de degradacion de otras proteinas, el
plasmindgeno y la colagena tipo XVIII. Su efecto en los modelos murinos es importante, causando
necrosis de los tumores establecidos [ver figura 11]. Los tumores no desarrollan resistencia a estos
agentes incluso después de su administracion combinada y repetida, lo que sugiere que sus efectos son
duraderos y persisten después de suspender el tratamiento.”” Los estudios en humanos de angiostatin y
endostatina requieren de la sintesis de cantidades suficientes de estos novedosos agentes
antiangiogénicos. La identificacion de péptidos cortos que reconocen marcadores especificos dentro de
las células endoteliales tumorales ha sugerido otro enfoque terapéutico novedoso que consiste en disenar

agentes quimioterapicos dirigidos contra el aporte vascular del tumor.”?

Figura 11

Angiogénesis tumoral y sus
inhibidores.

RESISTENCIA A LOS FARMACOS QUIMIOTERAPICOS

La reseccion quirdrgica constituye la principal modalidad terapéutica para los tumores sélidos. La
quimio y radioterapia son eficaces en el tratamiento de los tumores que se sabe tienen diseminacion
metastasica, como tratamiento adyuvante, en donde se sospecha deposito microscopico de tumor
residual por el estado clinico del tumor y, en ocasiones, antes de la cirugia, cuando se requiere
tratamiento sistémico para facilitar la reseccion de un tumor grande. Muchos agentes quimioterapicos
derivan de compuestos que existen en la naturaleza, incluyendo agentes alquilantes que establecen
enlaces quimicos con el ADN, analogos de nucle6tidos que inhiben las enzimas requeridas para la
sintesis de ADN e inhibidores del haz mito6tico. Los agentes terapéuticos que inducen daio directo al
ADN tipicamente se administran por infusién a corto plazo, mientras que los analogos de nucle6tidos



que se piensa son eficaces solo durante la fase S se administran por infusiéon continua para maximizar la
exposicion potencial de las células tumorales en reproducciéon. En general, los tumores con alta tasa de
mitosis parecen tener mejor respuesta a la quimioterapia que los que tienen una fraccién menor de
células en proliferacion. Los agentes quimioterapicos con frecuencia se administran en combinacién,
eligiéndose los farmacos con base en sus propiedades farmacoldgicas, el espectro de sensibilidad al
farmaco mostrado por los diferentes tipos tumorales y la necesidad de evitar toxicidad similar para
organos como la médula 6sea, el epitelio intestinal, el rifién y el sistema nervioso. Los intentos por
probar los perfiles de sensibilidad a los firmacos de los tumores han sido limitados por el hecho de que
solo puede cultivarse una pequena fraccion de las células de un tumor y es posible que éstas no
representen en forma adecuada la heterogeneidad del tumor primario. La radioterapia consiste en
administrar radiacién ionizante, que causa rupturas en la doble cadena del ADN, a sitios anatomicos
especificos infiltrados por el cancer. La exposicion de los tejidos normales se minimiza usando haces
convergentes multiples de radiacion, junto con bloques protectores. En algunos canceres, como el cancer
de recto localizado y el de ano, el uso combinado de quimio y radioterapia ha sido especialmente eficaz.

La resistencia del cancer a los efectos de la quimioterapia puede ser intrinseca, como se observa con
frecuencia en el melanoma, el cancer hepatocelular y el carcinoma de células renales, que tipicamente
son refractarios a muchos agentes. En estos casos la resistencia a los farmacos puede reflejar las
propiedades del tejido del que se origind el cancer, como la necesidad de las células tubulares renales
normales de protegerse de las toxinas que ocurren habitualmente y a las que se ven expuestas. En otros
casos los canceres que al inicio eran muy sensibles a la quimioterapia se vuelven resistentes, sea durante
un curso de tratamiento o, con mas frecuencia, en el momento de una recurrencia. Esta forma adquirida
de resistencia a fairmacos parece ser causada por mutaciones que confieren una ventaja selectiva al
subgrupo de células tumorales, en forma analoga a otros eventos genéticos que contribuyen a la
progresion tumoral. Usando modelos in vitro se han definido diversos mecanismos moleculares que
confieren resistencia a agentes quimioterapicos especificos. Un ejemplo bien estudiado es el del
metotrexate, que inhibe en forma especifica la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) requerida para la
sintesis de ADN. Los tumores pueden volverse resistentes al adquirir defectos en el transporte
intracelular del metotrexate, por mutaciones en el gen DHFR, causando una enzima que no se une al
metotrexate, o por amplificacion del gen DHFR en si, aumentando la cantidad de proteina elaborada, lo
que supera la concentracion intracelular del farmaco.”*

Aunque los mecanismos de resistencia a formacos especificos pueden contribuir a algunos casos de
resistencia a la quimioterapia, la mayoria de las neoplasias parecen adquirir resistencia a una gama
amplia de agentes, incluyendo algunos a los que no han tenido exposicién previa. Este fenotipo de
resistencia a multiples firmacos puede reproducirse en cultivos celulares y llev) al descubrimiento de la
familia de genes de resistencia a multiples farmacos (imdr). Estos genes codifican bombas dependientes
de adenosin trifosfato (ATP) que atraviesan la membrana celular y parecen participar en el transporte de
compuestos organicos grandes.”> Otras miembros de esta familia de genes son el gen de la fibrosis
quistica y un gen procariote que puede contribuir a la resistencia a la quinina en el paludismo. El gen
mas estudiado implicado en la resistencia a la quimioterapia del cancer es mdr-1, cuyo producto es capaz



de exportar un amplio rango de compuestos organicos, incluyendo antraciclinas y alcaloides de la vinca.
Los mecanismos moleculares que explican la especificidad al farmaco por los transportadores
relacionados al mdr-1 se desconocen. Ademas, otros medicamentos, como ciclosporina y verapamil, son
capaces de bloquear en forma no competitiva la extracciéon de los agentes quimioterapéuticos por el mdr-
1y se estan incluyendo en esquemas para probar en estudios clinicos. La intensa relacion entre la
expresion exagerada de mdr-1y la resistencia a la quimioterapia que es evidente in vitro no ha sido
confirmada en la clinica, y la contribucion de este gen a la mayoria de los casos de resistencia clinica a
farmacos se desconoce ain. Sin embargo, en algunos canceres, como el mieloma miiltiple, la exposiciéon
repetida a antraciclinas y alcaloides de la vinca parece relacionarse con la mayor expresion de mdr-1y
resistencia a la quimioterapia,’® y la expresién mdr-1 parece ser un marcador de mal prondstico en la

leucemia miel6gena aguda.””

El mayor conocimiento sobre la resistencia a agentes quimioterapicos proviene de la mejor comprension
del mecanismo de acciéon de estos agentes. El dafo al ADN causado por los agentes quimioterapicos y la
radiacion ionizante ocasiona la activacion de p53, causando muerte celular programada o apoptosis [ver
figura 12]. El conocimiento de que la exposicion a agentes quimioterapicos inicia un programa de
suicidio celular activo, mas que solo la muerte por dafio masivo al ADN, aumenta la posibilidad de que
estas vias apoptosicas estén alteradas en las células neoplasicas con resistencia a fairmacos. En los
modelos murinos las células estimuladas para proliferar por expresion de oncogenes sufren apoptosis
después del tratamiento con quimioterapicos o radiacién.””’® Sin embargo, la inactivacién de p53 en
estas células se asocia con resistencia a estos agentes terapéuticos. La pérdida de p53 es una
caracteristica comun de los canceres humanos y diversos estudios han sugerido una correlacion entre la
inactivacion de p53 y la resistencia a los agentes quimioterapicos, asi como una evolucion clinica mas
agresiva.?” En la actualidad se estudia la posibilidad de usar lesiones genéticas en los tumores para
aumentar, en lugar de disminuir, la destruccion selectiva de células neoplasicas humanas. Un enfoque
promisorio ha sido el desarrollo de un adenovirus modificado, capaz de replicarse e inducir lisis s6lo en
las células cuyos genes p53 hayan sido inactivados, destruyendo en forma especifica las células

neoplésicas [ver figura 13].7°

Figura 12 Figura 13
Mecanismos de resistencia de Destruccion especifica de
los agentes quimioterapicos. células con mutacion del p53

usando un adenovirus
modificado.

Implicaciones clinicas del analisis genético

El anélisis genético molecular del cAncer humano ha puesto al descubierto los mecanismos que explican



la transformacion maligna y la progresion desde lesiones premalignas tempranas hasta carcinomas
invasores. La velocidad de los descubrimientos probablemente se aceleraran debido a las novedosas
técnicas que facilitan la identificacion de diferencias genéticas entre las células normales y las
neoplasicas. El reto consistira en aplicar esta informaciéon molecular al manejo clinico del cancer
humano.®® Aunque este campo atin inicia, diversos efoques son motivo de investigacién activa. El
diagnostico temprano del cancer actualmente se basa en vigilancia radiografica, como en el caso de la
mamografia y radiografia de térax, la prueba de marcadores, como el antigeno prostatico especifico y el
CA125 y procedimientos invasivos como cistoscopia y colonoscopia. Los marcadores moleculares en
células que son desprendidas en el esputo, orina o heces podran eventualmente convertirse en métodos
de escrutinio exactos y eficaces.®"®3 El uso apropiado de analisis de mutaciéon de linea germinal permitira
también identificar a las personas con mayor riesgo de cancer especificos que puedan beneficiarse con
una vigilancia més agresiva.®* Las lesiones genéticas en las células malignas se han empleado también
para facilitar el diagndstico en casos en los que el analisis histologico no es definitivo y para detectar
enfermedad residual minima que no es apreciable por métodos estandar.®>%° El analisis de tumores en
busca de lesiones genéticas que implican prondstico se ha vuelto una conducta habitual en muchas
leucemias.*'* Los marcadores moleculares asociados con la respuesta a la quimioterapia, lo mismo que
con probabilidad de diseminacién metastasica, podran guiar eventualmente el tratamiento de los
tumores sélidos. Por ultimo, la comprension de las vias moleculares aberrantes que causan proliferacion
celular, reclutamiento de vasos y diseminacion metastasica en los diferentes tipos de cancer
eventualmente permitiran el desarrollo de esquemas de tratamiento mas especificos y eficaces.
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Figura 1 Mecanismo de activacion de los proto-oncogenes Los genes celulares pueden activarse en
el cancer como resultado de (a) mutaciones puntiformes que alteran la secuencia de aminoacidos,
codificando una proteina que puede estar activada en forma constitutiva, (b) amplificacion del gen
celular, causando mayores niveles de expresion de proteina, o (c) traslocaciones cromosémicas que
causan yuxtaposicion de un promotor activo y mayor expresion de proteina o que producen una
nueva proteina quimérica, derivada de fragmentos genéticos que normalmente se presentan en
diferentes cromosomas.
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Figura 2 Reversion de la tumorigenicidad por genes supresores de tumores. La observacion de que
las propiedades malignas de las células en cultivo pueden revertirse introduciendo un ADN normal
indica que en muchos casos estas propiedades son resultado de la pérdida de material genético.
Estos experimentos incluyen (a) fusién celular de una célula maligna con una célula no maligna, lo
que causa pérdida de las propiedades de crecimiento malignas, (b) introduccion de un cromosoma
especifico en la célula maligna, con el mismo resultado, y (c) insercion de un gen individual clonado
(supresor de tumor) a la célula maligna, causando pérdida del fenotipo maligno.
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Figura 3 Modelo de Knudson de las dos lesiones para el inicio de los tumores. Como se ha
explicado, este modelo predice que se requiere de la inactivacion de ambos alelos de un gen
supresor de tumor para el inicio del cancer. En el cancer esporadico la inactivacion de estos dos
alelos dentro de la misma célula depende de dos eventos genéticos raros e independientes. Por el
contrario, en las personas que tienen una mutacion en un alelo del gen supresor de tumores en la
linea germinal, heredada de un padre o como resultado de una mutacién de novo en la linea
germinal, se requiere solo un evento genético (i.e., pérdida del segundo alelo) para que se inicie el
tumor. Esta Unica mutacion puede ocurrir en cualquier célula dentro del 6rgano blanco, lo que
explica la alta frecuencia de cancer, su inicio temprano y la presentacion multicéntrica frecuente en
personas con predisposicion genética al cancer.
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Figura 4 Pérdida de alelos en los tumores y pérdida de la heterorocigosidad (PH). La pérdida de
material genético que acompafna al desarrollo de un tumor ha sido usada para mapear la
localizacién cromosOmica de los genes supresores de tumores. Mientras que la lesion genética
inicial tipicamente es resultado de una mutacion puntiforme dentro de un gen supresor de tumores,
el segundo evento de inactivacion del gen suele ser resultado de una pérdida cromosémica
importante. Esta puede incluir pérdida de todo el cromosoma normal, una pequena delecién que
elimina un segmento del cromosoma que contiene el gen o duplicacién del cromosoma que porta el
alelo mutante, con pérdida del cromosoma normal. Estos eventos cromosomicos pueden mapearse
usando fragmentos de restriccion de longitud polimérfica u otros métodos moleculares que
distinguen los alelos heredados de la madre de los heredados del padre. La identificacién de los loci
cromosomicos que son sujeto de PH en canceres especificos ha constituido el punto inicial para la
clonacion de los genes que predisponen a tumores.
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Figura 5 Gen del retinoblastoma ( RB1 ) en el ciclo celular. La division en las células de los
mamiferos esta desencadenada por un punto crucial entre la fase G1 y la sintesis del ADN (fase S).
El complejo proteico E2F-DP, que activa los genes requeridos para la sintesis del ADN, es inhibido
en forma directa por el producto del gen supresor de tumores RB1 . La progresion normal del ciclo
celular requiere de la inactivacion reversible de la proteina RB1 por fosforilacion inducida a través de
cicina D y CDK4. Las mutaciones en el RB1 impiden su inhibicibn normal del ciclo celular,
contribuyendo a la desregulacion de la division celular. La amplificacion de la ciclina D, las
mutaciones activadoras en CDK4 y la inactivacion del inhibidor de CDK4, p16/INK4a, son otros
mecanismos por los que la via del RB1 puede alterarse en los canceres humanos.
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Figura 6 Via de respuesta del p53 al dafno del ADN. El p53 es activado cuando ocurre dafio al ADN,
provocando dos respuestas celulares: induccién del inhibidor CDK p21, que causa detencion del
ciclo celular en la fase 1, lo que brinda tiempo para reparar el dafio al ADN antes de la division
celular, y muerte celular programada (apoptosis), en la que la célula dafiada sufre suicidio. En los
tumores con mutaciones de p53 el dafio al ADN no se repara en forma adecuada, lo que provoca
acumulo de mutaciones y rearreglos genéticos. Dos genes celulares regulan la activacion de p53:
MDM2 y p19/ARF . MDM2 induce la degradacion normal de la proteina p53 y su amplificacion en
algunos tumores causa pérdida de la funcion de p53. p19/ARF inhibe los efectos de MDM2 vy
contribuye a la activacion de p53 en respuesta al dafio al ADN. p19/ARF sufre frecuente delecion en
canceres humanos, junto con su gen vecino p16/INK4a .
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Figura 7 Inestabilidad de microsatélites y reparaciéon del dafo al ADN. Los microsatélites son
secuencias cortas y repetidas de ADN que se distribuyen en todo el genoma y son muy variables,
facilitando la distincién entre los alelos de herencia materna y los alelos de herencia paterna. A
diferencia de los tumores que muestran PH, que han perdido uno de los alelos comparado con la
linea germinal, los tumores que son RER + demuestran longitudes alteradas para los marcadores
microsatélites. Esto se debe a errores en la reparacion del ADN. Cuando las secuencias de
microsatélites se presentan dentro de la region que codifica un gen, estos errores causan
mutaciones y pérdida de la funcién del gen.
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Figura 8 Progresion tumoral. Después de un evento genético desencadenante, la proliferacién de
células neoplasicas es dirigida por las ventajas selectivas de crecimiento conferidas por mutaciones
acumuladas. La division celular continua y la pérdida de los genes requeridos para mantener la
estabilidad gendmica facilita la ocurrencia de mutaciones. Las propiedades como pérdida de la
muerte celular, invasividad, angiogénesis y resistencia a farmacos caracterizan la progresion en el
fenotipo de las células tumorales. Los colores indican los descendentes clonales de las células
individuales.
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Figura 9 Alteraciones genéticas durante la progresion del cancer de colon y recto. Este modelo,
propuesto por Bert Vogelstein y conocido comunmente como el "Vogelgrama", asocia las
caracteristicas histolégicas en la progresion del cancer de colon y recto a lesiones genéticas
especificas. La mutacion del gen de poliposis familiar APC constituye el evento inicial para el cancer
familiar de colon y recto y la mayoria de los casos de cancer de colon y recto esporadico. Lesiones
genéticas adicionales se asocian con pélipos de mayor severidad, mientras que la pérdida de p53
con frecuencia marca la transicion al cancer invasivo. La progresion de otros tipos tumorales puede
deberse a pérdida de diferentes genes supresores de tumores 0 a un orden acumulativo distinto en
la inactivacion de los mismos genes, incluyendo p53 .
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Figura 10 Latencia celular y activaciéon de la telomerasa. La division celular normal requiere del
mantenimiento de los telobmeros en los extremos de los cromosomas. En las células germinales
programadas para un periodo de vida eterno, el mantenimiento de estos telomeros se debe a la
actividad de la enzima telomerasa. El crecimiento de células somaticas en cultivo causa
acortamiento progresivo de los telébmeros hasta el momento en que cesa la division celular y se
alcanza el periodo de latencia. Las células que proliferan después de este punto por la expresion de
genes transformadores continlan encogiendo sus telébmeros hasta que alcanzan un momento de
crisis, un punto en que los cromosomas se vuelven inestables y ocurre muerte celular masiva. En un
pequeno numero de células la telomerasa puede activarse en el momento de la crisis, produciendo
lineas celulares inmortales capaces de tener crecimiento indefinido in vitro. La mayoria de los
canceres humanos expresan niveles altos de telomerasa, o que sugiere que una presién de
seleccién semejante in vivo contribuye a su potencial ilimitado de crecimiento.
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Figura 11 Angiogénesis tumoral y sus inhibidores. Entre las propiedades méas importantes de los
tumores se encuentra su capacidad para reclutar vasos sanguineos, proporcionando nutrientes que
permiten su crecimiento mas alla de un tamafio minimo. El reclutamiento de los vasos depende de la
secrecion de factores de crecimiento endotelial por los tumores, y puede ser inhibido por péptidos,
como la angiostatina y la endostatina, asi como por conjugados de farmacos que usan péptidos
pequenos dirigidos contra las proteinas de la membrana endotelial.
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Figura 12 Mecanismos de resistencia de los agentes quimioterdpicos. La resistencia de las
neoplasias a los farmacos quimioterapicos puede ser intrinseca, reflejando las propiedades del tejido
de origen, o puede ser adquirida, como consecuencia de mutaciones seleccionadas durante la
progresion tumoral y los tratamientos farmacolégicos previos. Los mecanismos incluyen mutaciones
en el gen p53 , que evitan la respuesta apoptoésica fisioldgica de la célula ante el dafno al ADN
mediada por estos farmacos, menor captacion del farmaco, aumento en la eliminacién del mismo
por proteinas relacionadas al MDR1, amplificacion compensatoria en las cantidades de blanco
celular o una mutacién en la molécula blanco que la hace resistente al efecto del medicamento.
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Figura 13 Destruccion especifica de células con mutacion del p53 usando un adenovirus
modificado. El adenovirus del catarro comun codifica dos genes, E1Ay E1B , que inactivan a los
genes supresores de tumores celulares RB1 y p53 . La pérdida del RB1 causa replicacion celular,
mientras que la pérdida de p53 impide la respuesta apoptdsica celular ante la infeccion viral y la
replicacion celular aberrante. La replicacion viral sin oposicién causa lisis celular. EI adenovirus
modificado producido por Frank McCormick y colaboradores no tiene gen E1B , por lo que solo
puede lisar células cancerigenas en las que el gen celular p53 haya mutado. La presencia de p53
intacto en las células normales circundantes causa su apoptosis después de la infeccion viral,
impidiendo la diseminacion de la infeccion en el tejido normal.




