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“Cosa natural en el hombre es el querer saber”

Aristoteles —siglo 1V A.C.

“Para saber una cosa bien, se necesita de saber su historia y todas aquellas

conexiones, semejanzas o desemejanzas que tiene con las demas”

Ribeiro Sanches (*) —siglo XVIII

(*) Médico portugués, filésofo, pensador que se fugd de Portugal de la Inquisicion y Ilegé a ser el médico
principal de la corte de Catarina Il de Rusia.
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INTRODUCCION

El cancer colorectal (CRC) es una enfermedad que puede ser prevenida con antelacion cuando
los polipos colorectales son removidos, o sea la enfermedad es altamente curable cuando es detectada en

su estado inicial.

Es importante que existan tests de rastreo que examinen todo el colon y recto, porque este cancer
usualmente no exhibe sefiales y simpromas en su estado precoz. El rastreo del CRC es hecho en
individuos que no tienen sefial alguna o sintoma que pueda indicar la sospecha de cancer. Para prevenir
el CRC es determinante comprender su causalidad y etiopatogenia, lo que es un prerequisito para una
accion efectiva. La causalidad puede ser establecida combinando la epidemiologia (una herramienta
Ilave para identificar los factores mayores de riesgo) con la investigacién de los mecanismos de la

carcinogeénesis.

Cada vez es mas aparente que una mejor comprension de la nutricion y de las interacciones
nutricion-genética son una importante consecuencia de la revolucion que se conoce como “genomics”. A
través de la biologia molecular y de la genética es posible mostrar el poder de la investigacién de los
polimorfismos de nucleotidos singulares en los estudios epidemiologicos para clarificar los mecanismos
y factores de riesgo en la dificil, (pero extremamente importante) area de la nutricion y de la forma
como es confeccionada la dieta, con lo que es posible trazar medidas preventivas de la enfermedad

maligna (y de la degenerescencia) en general y en este tema particular del CRC.

Ha sido demostrado que la deficiencia de folatos, una deficiencia comUn en personas que comen
pocos frutos y vegetales, causa estadisticamente mas dafio en los cromosomas a nivel de ciertos genes
humanos. Los folatos son esenciales para la regeneracion de la metionina, dador de metil en la

metilacion del DNA, y para la produccién de purinas y pirimidimas requeridas para la sintesis del DNA.

De este modo, la inadecuada ingestion de folatos puede contribuir para las aberraciones en la
metilacion del DNA y puede llevar a anomalias en la sintesis del DNA o su reparacion. Ambos
mecanismos pueden influenciar la carcinogénesis del colon, lo que estda en conformidad,

epidemioldgicamente, con la mayor tasa de incidencia del riesgo de cancer de colon. Hay otra evidencia
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que indica que la ingestion aumentada de alcohol y el humo de tabaco pueden perturbar las acciones

bioldgicas del &cido fdlico y sus derivados.

La carcinogénesis humana depende esencialmente, de tres factores: (1) humo de tabaco (2),
infeccion e inflamacion y (3) nutricion y factores dietéticos. Los factores dietéticos y la nutricion
incluyen dos categorias, normalmente agentes genotéxicos y constituyentes incluyendo fenémenos

asociados con la promocién tumoral.

En este trabajo se describen aspectos relacionados con agentes genotdxicos. Estos son los
mutageneos/carcinogenios en los alimientos cocinados, productos de hongos, derividos de los nitritos,
agentes oxidativos e hidrocarburos arométicos policiclidos (PAH). Se debe dar énfasis a las aminas
heterociclicas (HCA) a las cuales los seres humanos estan continuadamente expuestos con el estilo de

vida ordinaria y cotidiana de los modelos actuales “occidentalizados”.

Las HCA en los alimentos son principalmente producidas a partir de la creatin (in) a, azlcar y de
los aminoéacidos de la carne (bajo el calor de las cocina). Las HCA son derivados de imidazoquinolina y
de imidazoquinoxalina y la fenilimidazopiridina. Las HCA son pluripotentes en la produciéon de
canceres en varios 6rganos, incluyendo mama, préstata y colorecto. También los productos resultantes
de la pirdlisis, por calientamiento intenso de los alimentos resulta en la formacion de PAH (el

benzo[a]pyreno es formado en la corteza del pan y en la carne a la parrilla).

El receptor de las dioxinas (AHR) es el mismo para los PAHs. Entonces, necesitamos de una
vision profundizada en la evaluacion del riesgo de los multiples compuestos alimenticios y de los
factores que afectan a la cadena alimenticia con influencia en la salud humana en general, asi como en

los factores de riesgo en el CRC en especial, que es el &mbito de este trabajo de DEA.

Hay que identificar los agentes genotoxicos, que claramente sean definidos como causantes de
dafio del DNA, a través de mutaciones puntuales de los genes, deleciones, inserciones, recombinaciones,

rearreglos y amplificaciones, asi como aberraciones cromosomicas.

Los promotores dietéticos tumorales son menos definidos en términos de sus modos de accidn,
genéricamente hablando, pero ellos causan proliferacion celular, con o sin dafio celular cronico

concomitante.
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La expansion controlada de las poblaciones de celulas es un cuadro fundamental de los

organismos vivos siendo un balance riguroso entre la proliferacion y la muerte celular.

Hay que hacer una introduccién progresiva en el estudio de la funcion de los factores de
crecimiento, traduccion de las vias de sefial, expresion génica y de los mecanismos de conservacion del
ciclo celular. Esto lleva al conocimiento del contexto de las consecuencias mecanisticas de las
alteracciones genéticas en los genes oncogenicos y supresores de tumores con la consecuente formacion
de los tumores, en la dependencia de la accidn de los agentes genotéxicos, que son primordialmente

vehiculados a traves de muchos alimentos que nuestra cultura y civilizacion nos induce.

Los procesos carcinogenicos envuelven maultiples descansillos. Puede ser facilmente apreciado
que en el cuerpo de un ser humano hay muchas células que ya tienen alteraciones genéticas de genes
relacionados con cancer causadas por varias substancias genotoxicas, incluyendo carcinogenios
dietéticos. Mas aun, la inestabilidad gendmica frecuentemente resulta de mutaciones en los genes, que
codifican proteinas relacionadas con la reparacion del DNA que son producidas por eventos
mutacionales. Si una mutacion ocurre en los genes, la acumulacién mas rapida de alteraciones génicas
adicionales sera ocasionada en otros genes relacionados con el cancer. Por eso, la contribucion potencial
de “insignificantes” cantidades de mutagenios/carcinogenios presentes en la dieta no puede ser

despreciada cuanto al significado en la carcinogénesis.

Estd plenamente demostrado que los carcinogenios de la nutricién y dietas en conjunto
constituyen una de las tres causas major de la carcinogénesis. EI conocimiento de la nutricion y de los
factores de carcinogenesis puede contribuir para la supresion de la carcinogénesis por su desiminacion y
por la practica de accion anticarcinogénesis. La dieta depende mucho del sitio geografico, de la historia
de los pueblos, de la raza y de la religion, y al mismo tiempo de la industria alimentaria, que puede ser

un buen aliado en la prevencion y lucha contra el cancer.

El desarrollo de la enfermedad maligna es el resultado de una serie de eventos celulares,
progresivamente peldafio tras peldafio. Los carcinogenios de la alimentacion y nutricion continuan

siendo temas de gran importancia en la investigacion del control del cancer.

No es apropriado discutir el céncer colorectal sin discutir sus aspectos biomoleculares y
geneticos, teniendo tambien en vista los sindromes hereditario-familiares especificos, asi como sus

inherencias dado los aspectos fenotipicos, genéticos y toda la heterogeneidad relacionada.
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Con este conocimiento emergente reciente, los médicos se sienten comprometidos a obtener no
solamente una historia familiar detallada imprescindible, sino a como intentar comprender cuéles son los
pasos esenciales para su orientacion de vigilancia de los familiares del paciente, como elemento

complementario de su accidn clinico-terapéutica.

Hay necesidad de crear una politica sanitaria epidemioldgica, que tiene, en parte, que encararse
con los sindromes de cancer hereditario y con cuestiones de genética y comprension de la maquinaria
biomolecular subyaciente a la etiopatogenia del desencadenamiento y desarrollo del fenotipo mutante
hacia el aparecimiento del cancer con sus sefiales y sintomas, en el que la curacion ya es una incognita y

una incertitud.

Hoy ya no se puede esperar por sefiales y sintomas, pero si ir al encuentro del advenimiento de
las causas del cancer. La estrategia no es esperar, sino avanzar en el camino al encuentro de las causas y
combatir y descubrir el cancer precoz en la fase de la curacion. Todo debe ser hecho en la fase pré-in

situ, que es el momento en que mejor se puede hablar en curar el cancer.

El CRC tiene una fase pre-maligna larga y una progresion lenta desde la fase de enfermedad
confinada a la pared del 6rgano, hasta las fases de invasion local y de enfermedad metastatica distante.
Por eso, hay una amplia oportunidad para identificar a los pacientes en un estadio curable con la
realizacion de vastos rastreos. En la actualidad, existen métodos de abordaje que sin embargo no son
especificos, tales como la indagacion de sangre oculta en las heces, o bien aquellos que dependen de
técnicas invasivas para visualizacion directa, tales como sigmoidoscopia flexible, colonoscopia, 0 enema

de bario.

Los recientes avances en quimica clinica y biologia molecular llevaron al aparecimiento de
nuevas técnicas de abordaje no invasivas, basadas en la propia biologia subyaciente del CRC. Este
abordaje identifica mutaciones que son conocidas por estar asociadas con el CRC en el DNA que es
desprendido en las heces por las lesiones malignas y premalignas del colon. La identificacion de estas
mutaciones en las muestras de heces puede ser usada para la “seleccion” de pacientes para una

colonoscopia, para posterior evaluacion y accion diagnostico-terapéutico.
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CAPITULO I

1. ALGUNOS CONCEPTOS BASICOS DE BIOLOGIA
MOLECULAR

El aspecto definidor de los organismos vivos es su capacidad para multiplicarse por replicacién
del material genético. Este proceso estd sujeto a controles estrictos. En el caso de los organismos
multicelulares (como nosotros) la proliferacion de células individuales debe estar integrada con las
necesidades globales del organismo y por eso sujeta a alguna forma de coordinacion. Esto es conseguido
sujetando el comportamiento de las células individuales al control de sefiales emanadas de otras células.

El ciclo celular y la muerte celular se situan en el centro de la biologia celular.

1.1 La estructuray funcion de las células de mamiferos y sus nucleos

El citoplasma y los organelos nucleares son afectados por la divisién celular, ya sea activamente, o
pasivamente. Esta bien establecido que los organelos estan intrincadamente implicados en la muerte
celular, ya sea ésta la parte desempefiada por lisosomas en la necrosis, o por las funciones centrales
particularmente de la membrana celular, las mitocondrias y el dafio del DNA nuclear y la ligacion de los
receptores de muerte de la membrana han sido reconocidos, desde el comienzo, como los “Triggers” de
la apoptosis. La evidencia se viene acumulado para sugerir que otros organelos, incluyendo el reticulum
endoplasmatico, los lisosomas y el aparato de Golgi, sean también puntos mayores para el “signaling”

pro-apoptotico y el sentir del dafio (1).
La division celular y la muerte celular son dominios en los cuales los métodos moleculares,

bioquimicos y de biologia celular estan a cambiar la luz de como el nacleo funciona en relacion con la

estructura de la célula en general.
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Una comprension de la estructura celular y la funcion bésica de célula y del nucleo en particular es
esencial para cualquier estudio de la proliferacion y muerte celular, que son la base del conocimiento de
la oncogénesis (2).

Aunque el nucleo sea visto microscopicamente tiene subestructuras distintas, estas estructuras
son notables por su falta de membranas individualizantes. Aln, hay razones por las cuales estas
estructuras deben ser consideradas entidades microanatdmicas separadas, principalmente porque ellas
contienen grupos de proteinas caracteristicas y pueden ser morfoldgicamente caracterizadas con

microscopia de luz y electronica y pueden muchas veces ser aisladas y estudiadas bioquimicamente

En la Gltima década, el concepto de matriz nuclear ha emergido, siendo esta la estructura que
resta después de la extraccion de las membranas, acidos nucleicos e histonas. La matriz nuclear
comprende la ldmina nuclear, la matriz nucleolar (proteinas envueltas en el procesamiento del RNA

ribosomico (rRNA)) y una red fibrillogranular (proteinas de la matriz nuclear).

Mientras los compartimentos del nucleolus y del “splicing factor”(factor procesador de RNA)
son las estructuras nucleares mejor identificadas, la funcion de otras entidades, tales como los cuerpos
de Cajal (“cuerpos nucleares accesorios”) y los pequefios cuerpos nucleares tipo-punto (Incluyendo los

cuerpos leucemia promielocitos) permanecen por esclarecer (3).

La cromatina, el RNA mensajero (MRNA) y las proteinas nucleares son moléculas altamente
dindmicas dentro de la matriz nuclear y ademas de ser los “targets” de influencias originandose a partir
del citoplasma, exhiben una capacidad auto-organizacional que juega una funcién substancial en la
manutencion y operacion del ambiente nuclear.

Los cuerpos pre-nucleolares son pequefios, cuerpos fibrogranulares apareciendo en el nlcleo durante
la telofase para eventualmente fundirse en la region organizadora nucleolar (NOR en la literatura
inglesa) para formar nucleolos de la telofases. Hay otros cuerpos (“coiled bodies”, “paraspeckles”,

“splicing speckles”) que estan, directa o indirectamente relacionados con la actividad del nucleolo (4).
Las proteinas que se pensaba originariamente existiren solamente en el nucleo, o en el

citoplasma, navegan de hecho entre los dos compartimentos. Tales proteinas juegan importantes papeles,

ya sea como trasportadoras en el transito entre el nucleo y el citoplasma, o para la transmision entre los
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dos compartimentos celulares mayores. Ellas incluyen receptores y adaptadores de transporte, receptores
de las hormonas esteroides, factores de trascripcion, reguladores del ciclo celular y proteinas de ligacion
de RNA.

La naturaleza dinamica del nucleo puede ser estudiada en la cromatina, el RNA, las proteinas y a

nivel compartimental (5).

1.2 Proliferacion y muerte celular — procesos celulares esenciales y interconectados

En los organismos multicelulares, la proferacion y muerte celular deben estar regulados para
mantener la homeostasis de los tejidos. Muchas observaciones sugieren que esta regulacion puede ser
conseguida, en parte, con el acoplamiento del proceso de la progresion del ciclo celular, con la muerte
celular programada, y mediante el uso y control de un conjunto participado de factores (6,7). Un
argumento a favor de una ligacion entre el ciclo celular y la apoptosis comienza en la evidencia

acumulada de que la manipulacion del ciclo celular puede prevenir, o inducir, una respuesta apoptotica.

Esta relacion ha sido reconocida para los genes supresores de tumores, tales como p53 y RB, el
oncogen dominante c-myc y varias quinases ciclina-dependientes (CDKs en la literatura inglesa) y sus
reguladores. Estas proteinas que funcionan en vias proliferativas pueden también actuar para sensibilizar

células para la apoptosis.

Mas aun, la proliferacion celular desregulada puede resultar en condiciones patolégicas, incluyendo

neoplasias si no es contrariada por la apropiada muerte celular.
Traduciendo el conocimiento obtenido con el estudio de la conexion entre la muerte celular y la
proliferacion, se puede caminar en el sentido de identificar nuevas terapias para circunscribir la

progresion de la enfermedad cancerosa, o para mejorar la evolucion clinica (8).

Los genes envueltos en la proliferacion celular (como c-myc, p53 y ciclina D1) han sido
encontrados en el juego del papel en la apoptosis.
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Green y Evan (9) han propuesto que la desregulacion de la proliferacion, conjuntamente con la
reduccion en la apoptosis, ofrece una base que puede ser necesaria y suficiente para el cancer. Ciertas
caracteristicas secundarias de diversos neoplasmas son una consecuencia de la proliferacion celular, la

expansion celular y otras consecuencias de esta plataforma coman.

1.3 Proliferacion celular

La proliferacion celular es de los procesos bioldgicos mas fundamentales, altamente organizados y
complejos. Los tejidos crecen primariamente a través del aumento del niamero de células, aungue este
fendmeno sea acompafiado por aumentos paralelos en el tamafio celular y la cantidad de substancia
intercelular.

La division es un proceso fundamental que es requerido en algin momento de la vida de todos los

eucariotas.

La proliferacion de las células progenitoras ocurre en tejidos embridnicos, fetales, neonatales,
juveniles y tejidos maduros. Algunas células, como los neuronios, no se replican cuando hayan llegado a
un estado de plena diferenciacién. Otras células, tales como las en el rifion e higado, tienen la capacidad
de replicacion en respuesta a un dafio. EI tiempo tomado para un ciclo celular varia entre los diferentes
tejidos y especies, tanto en las células en division rapida, como las envueltas en la reparacion de una

camada epitelial, es de por lo menos 24 horas para una sola division.

Aunque se sepa, por muchos afios, que las células tienen la capacidad para crecer y replicarse, los
mecanismos actuales envueltos solo han sido recientemente descubiertos y asi mismo, hay un dificil

camino para ser descubiertos y explicados.

Hay siempre una fraccion de la poblacion celular de cualquier tejido que estd activamente
ciclando - esta es la fraccion proliferativa o de crecimiento. Del mismo modo, hay siempre celulas que
estan en descanso 0 no se pueden dividir jamas. Consecuentemente, es posible definir la fraccion

proliferativa o de crecimiento como la razén ciclo a ciclo de las células en estado de no ciclo. La
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actividad proliferativa depende de la velocidad del ciclo y de la proporcion de células implicadas en
actividades ciclicas (la fraccién de crecimiento).
La division celular envuelve tanto el nucleo (mitosis), como el citoplasma (citoquinesis), para dar

origen a dos nuevas células.

El proceso puede ser visto como una reiteracion irreversible de una secuencia temporaria precisa
de dos conjuntos de eventos: mitosis (fase M) e interfase. La mitosis, es aquella en la cual se observa la
division celular, que comprende cuatro sub-fases, que se designan por profase, metafase, anafase y
telofase. Entre dos divisiones celulares hay la interfase, cuando el material genético estd duplicado. La
interfase, durante la cual la sintesis del DNA ocurre, contiene 3 sub-fases- G1, S y G2. Estas fases no
son partes distintivas del ciclo celular, pero justamente estadios sin puntos de comienzo, o términos,

definitivos para la célula cuando esta en estado de ciclo.

Numerosas sefiales externas pueden iniciar la division celular, incluyendo factores de
crecimiento, hormonas, agentes virales y estimulantes artificiales. Una célula se encuentra en una fase

quiescente (Go) cuando células viables no estan estado de ciclo actual.

El primer propdsito del ciclo celular es garantizar que la célula completa rigurosamente la
replicacion del DNA antes del comienzo de la division celular. EI control del ciclo celular asegura que
todos los estadios son ejecutados en la secuencia correcta. Todos los estadios deben ser completados
antes de ser iniciado el ciclo siguiente. Las células dafiadas no tienen condiciones para proliferar sin ser
comprobadas. La evaluacion de la proliferacion se torno particularmente popular en el estado del fallo

del punto de control, tumores y su recurrencia, potencial metastatico y crecimiento de metastasis (10).

El control molecular de la proliferacion celular esta asinalablemente conservado a través de la
evolucion del ciclo celular. Hay tres grupos principales de proteinas que regulan el ciclo celular: CDKs
(cyclin-dependente Kinases), ciclcinas e inhibidores de CDKks). Cascadas de genes reguladores tienen un
papel en el control de la division celular. Otras moléculas han sido descritas donde la expresion es

indicativa del status del ciclo celular.

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 16 / 279



“Estatin” es una proteina nuclear, especifica de la célula, con efecto non-prolifertivo, cuya
presencia puede ser usada para la distincion entre células creciendo y células no creciendo. La terminina,
que puede ser usada para distinguir entre células con crecimiento temporariamente y permanentemente
frenado, es una proteina citoplasmatica que tiene tres formas: Tp-90; Tp-60 y Tp-30. La proteina Tp-90
solamente esta presente en células en crecimiento y quiescentes sin crecimiento. La TP-60 es encontrada
en las células senescentes mientras Tp-30 es encontrada en células orientadas para la muerte apoptética
(112).

Todo el DNA celular esta duplicado antes de se iniciar la mitosis. Esta duplicacion es controlada
por el enzima polimerase DNA. En las células “mortales”, los extremos de los cromosomas — las
Ilamados regiones teloméricas — no duplican y estas regiones consecuentemente se tornan mas cortas

después de cada division celular.

Los telomeros en los vertebrados estan compuestos de secuencias de seis nucleétidos (TTAGGG)
y tienen una funcién protectora manteniendo las extremidades de los cromosomas intactos. Los
telomeros mantienen la estabilidad de los cromosomas y cuando son perdidos el cromosoma rearegla,
después de lo que las células paran y eventualmente mueren. En las células “inmortales”, tales como las
encontradas en la malignidad, la extensién del telomero es mantenida por la accion del enzima
telomerase — este fendmeno es central para nuestra comprensién de la division de las células germinales,

hematopoiese, renovacion epitelial, longevidad, envejecimiento y cancer (12).

La proliferacion celular en condiciones fisioldgicas normales es acompafiada por el aumento de
la biogénesis de los ribosomas. El nivel de actividad transcripcional esté relacionado con la cantidad de
rDNA de la maquinaria de trascripcion presente en los NORs.

La correlacion estricta positiva entre la proliferacion celular y la actividad de trascripcion de
rDNA destaca en el uso de la region organizadora nucleolar argirofilica (AgNor en la literatura inglesa),
método para evaluacion de la actividad y pronostico en neoplasmas malignos. Actualmente hay
evidencia de que la biogénesis de los ribosomas antagoniza el progreso de ciclo celular hasta que la
célula crece a un tamafio adecuado, previniendo la progresion del ciclo celular hasta que la respuesta de

crecimiento sea completa (13). También se estd tornando evidente que los nucleolos conjuntamente con
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los cuerpos “spindle” juegan un papel clave en la inactivacion de las CDKs mitdticas y controlan el final

del ciclo celular (14).

1.4 Muerte celular

Las células que mueren accidentalmente como consecuencia de agresion degeneran por un proceso
descontrolado. Este proceso es Ilamado necrosis y es caracterizado por un edema y reventamiento de las

células conjuntamente con la induccion de una respuesta inflamatoria en los tejidos cercanos.

La apoptosis, por otro lado, es un proceso genéticamente regulado que ha sido descrito por la
primera vez hay mas de 30 afios (15,16). Ejemplos de apoptosis son vistos a través de los reinos animal

y vegetal.

En la necrosis, el DNA nuclear permanece genéricamente intacto, o en degeneracion avanzada,
tornandose lacerado en fragmentos de diferentes extensiones. Por otro lado, en un cuadro formal de la
apoptosis se observa una fragmentacion internucleosémica del DNA nuclear que resulta en la
produccién de oligonucleosomas de diferentes pero distintas extensiones. La diferenciacion terminal
(desnucleacion, un tipo especial de apoptosis), es un proceso en el cual las células pierden sus ndcleos

pero permanecen funcionales.

Es un tipo Unico de muerte celular y un buen ejemplo son las fibras en la diferenciacion terminal de
la “adult. lens”. Las células se transforman con la desnucleacion pero permanecen viables como células
fibrosas anucleadas (17). Las células en estado de diferenciacion terminal pueden ser dirigidas para

sufrir apoptosis cuando estén a punto de entrar en un ciclo aberrante.

Estimulacion es el primer estadio en la via de la apoptosis, que puede ser, 0 no a través de la
mediacion de receptores. Para que la apotosis comience la célula necesita primeramente encontrar una
sefial que activa la maquinaria de control genético. Los mecanismos que estan envueltos en la iniciacion
de la cascada intracelular no estdn ain completamente esclarecidos, pero la composicion del ambiente

cercano de la célula esta ciertamente envuelta en el comienzo y control de ritmo del proceso.
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Varios estimulos externos incluyen choque de calor, infeccion, ciertas drogas y toxinas, tales
como staurosporina, compotecina, ciclohexamida, dexametasona y etoposide. Los factores de muerte de
la superficie celular incluyen “Tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand /TRAIL”,
“receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL)”, Fas y miembros de la superfamilia del

“tumor necrosis factor (TNF)”.

La estimulacion de los receptores de la superficie celular es seguida por una respuesta intracelular
que incluye la sefial transducion activacion de los factores de transcripcion y inducion de los genes
“apoptosis-related”. La respuesta intracelular culmina en el desmantelamiento y en los procesos de

degradacion del DNA caracteristicos de la apoptosis.

La expresion de las moléculas de reconocimiento fagocitico en la superficie de las
células apoptoticas puede conducir a cualquier estadio de su traslado de los tejidos.
Uno de los cambios méas precoces en la apoptosis es el movimiento de las moléculas de
fosfolipidos cargadas negativamente (fosfatidilserina) del lado de dentro de la
membrana celular para el lado exterior. La marcacion con “anexina v’ en la exposicion
de la fostatidilserina es un procedimiento estabelecido para la identificacion de las

celulas en un estadio precoz de la apoptosis (18).

Es posible que los fagocitos reconozcan y eliminen tales células en un estadio precoz, y ha sido
descrito el envolvimiento de la exposicion de la fostatidilserina y mediacion de los receptores de CD14
de limpieza de la clase B en la remocion de las células apoptoticas (19). La quiebra del reconocimiento
de fagocitosis lleva a la necrosis secundaria cuando la célula apoptética se rompe liberando su

contenido, asumiendo su morfologia necrética.

Los defectos en la eliminacion fagocitica de las células apoptoticas pueden estar implicados en la
persistencia de la enfermedad inflamatoria una vez que estas células se tornan necroticas eventualmente,
con la liberacion del contenido intracelular. Las caspases tienen una importancia fundamental en el

proceso de apotosis (20). Ellas son proteases de la cisteina que cinden residuos del acido aspartico.
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Por lo menos 14 miembros de la familia son conocidos, muchos de los cuales envuelven la
inflamacion. Las enzimas caspases actian en modo de cascada, siendo las capases 8, 9 y 10 (“long
domain”) iniciadoras y estan mas cerca del comienzo de la cascada, mientras las caspases 3, 6 y 7

(““dominio corto’) son moléculas efectoras de la apoptosis.

La familia de proteinas Bcl-2 regula la integridad de la membrana exterior mitocondrial. La
familia es compuesta de dos grupos opuestos, normalmente pro-apoptético y anti-apoptdptico. Los
miembros del grupo pro-apoptético inducen la liberacidn del citocromo C de las mitocondrias y incluyen
Bax, Bak y BIM/BOD. Los miembros del grupo anti-apotético previenen la liberacion del citocromo C
de las mitocondrias e incluyen Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1, A1-BFL-1 y BOO/DIVA. El balance entre

Bcl-2 y Bax forma un redstato apoptético, que parece determinar la sensibilidad para la apoptosis (21).

Las mitocondrias han estado asociadas con la agresion celular, pero su papel central en la
iniciacion de la muerte solo recientemente ha sido esclarecido. Asi como las mitocondrias estan
implicadas en la sintesis de la adenosina trifosfato (ATP), modulacion del status redox de la celula,
regulacion osmotica, homeostasia del calcium citosolico y sefializacion celular, también tienen un

envolvimiento central en la apoptosis (22).

La disfuncidn fisiologica y la alteracion estructural de las mitocondrias pueden llevar a la muerte
celular. La disipacion del potencial de la membrana mitocondrial y la liberacion del citocromo C de las
mitocondrias parecen ser los eventos clave durante la apotosis. “SECOND MITOCONDRIAL-
DERIVED ACTIVATOR OF CASPASE (SMAC)”, 6 DIABLO [Direct IAP (Inhibitor of Apoptosis
proteins) Binding protein with Low PI] el homdlogo funcional mamifero de la Drosophila, regula la
apoptosis, por neutralizacion del inhibidor de las proteinas de la apotosis y su liberacion parece ser
regulada por los miembros antiapoptdticos de la familia Bcl-2 (23).

La muerte celular programada es un proceso altamente regulado, pero sensible como el hilo de una

espada, con sus dos bordos — es crucial para los procesos de desarrollado en los organismos

multicelulares, pero su pérdida del control de regulacion esta implicada en un creciente nimero de
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enfermedades, incluyendo la inflamacién, la enfermedad maligna y la enfermedad de auto inmunidad y

la neurodegenerescencia.

Los genes relacionados con la apotosis han sido identificados en muchos tejidos y su
caracterizacion rigurosa presenta potenciales “targets” para la intervencion farmacoldgica especifica en
un ancho arco de enfermedades. Muchas de las condiciones médicas de hoy pueden ser atribuidas
directa, o indirectamente, a defectos en la regulacion de la de la apotosis que resultan en una
acumulacién celular, en que la muerte celular, o el recambio, esta impedida, o por pérdida celular, en

que el programa de suicidio celular esta impropiamente disparado.

La identificacion de los genes y los productos génicos que son los responsables de la apoptosis,
conjuntamente con la informacién emergente sobre los mecanismos de accién y las estructuras de la
regulacién apoptética y proteinas efectoras, crearon un nivel propicio para el descubrimiento y creacién
de medicamentos, algunos de los cuales se encuentran ya en evaluacion en los estudios clinicos humanos
(24).

Es cada vez mas aceptada que parte de la eficacia de los agentes quimioterapéuticos

convencionales es debida a su capacidad de inducir apotosis con el objetivo de crear sefiales de muerte y

anular sefales de supervivencia.

Hay una amplia variedad de abordages para la induccién de apoptosis, bajando la regulacion de los
sefiales de supervivencia con muchas estrategias alternativas dirigidas contra anomalias moleculares de

las celulas neoplasicas como medio de induccion la apoptosis (25).

1.5 Analisis del ciclo celular

Las células duplican su contenido de DNA durante la fase S y esto ha conducido al desarrollo de
varios métodos para determinar en qué punto una célula esta en el ciclo celular. EI DNA puede ser
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colorado cuantitativamente con uno de varios colorantes, por ejemplo Pl (propidium iodide), TOTO3,
DAP (4, 6 — diamidino — 2- phenylindole), 6 Hoecht 33342.

El contenido del DNA puede entonces ser determinado por citometria de flujo, microscopia por
fluorescencia, 0 microscopia de scanner por laser (26). El ultimo método posibilita que el contenido de

DNA de las células individuales pueda ser analizado combinando la morfologia con la imunocoloracion.

La citometria de flujo, en la cual la coloracion del DNA con Pl es combinada con el contenido total
de proteinas celulares (coloradas con FITC — fluoresceina isotiocianato) posibilita la determinacion del
porcentaje de células en las fases precoz y tardia del G1 (G1A y G1B), asi como en las fases S y G2/M
del ciclo celular. Otros métodos mas complejos estan siendo usados para distinguir otros aspectos del
ciclo celular (27). Algunos citometros de flujo pueden aislar células con ciertas caracteristicas (“cell
sorting”). Por eso, las células en diferentes fases del ciclo celular pueden ser clasificadas y las proteinas

en esas c¢lulas caracterizadas pueden ser analizadas por “Western blotting”.

Con estos metodos es posible analizar las familias pRB y E2F en células proliferativas (28,29).
Métodos similares han sido usados para caracterizar células viables coloradas con el colorante Hoechst
33342 (DNA) y con pyronin Y (colora el RNA) (30).

Tales células pueden entonces ser cultivadas o las proteinas del ciclo celular ser analizadas
directamente. EIl analisis de las proteinas celulares del contenido de RNA fornece una medida indirecta
del tamafio celular, que puede también ser determinado por mediciones de FSC (Forward Scatter). Esto

es importante cuando una célula tiene que alcanzar un tamafo critico antes de dividirse.

Recientemente, el aumento del tamafio de la célula que acompafa la transicién a través de G1 ha
mostrado ser regulado por la cdk4-ciclina D en la Drosophila (31,32) y los retones con falta de los genes

cdk4, ciclina D1, o ciclina D2, son pequefios y revelan tener hipoplasia de ciertos tejidos (33, 34).
Lea y col. sugieren que el mecanismo dependiente similar al de la cdk4/6 regula el tamafio de los

linfocitos-T humanos (35). Diferencias en el tamafio de la célula durante el ciclo celular han sido

explotadas en otro método que permite el aislamiento de células viables por elutriacion centrifuga (36).
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Go, G1 y Punto de Restriccion — para establecer que una célula esta en la fase Go es dificil una vez

que no hay marcadores especificos que estén Gnicamente asociados con la quiescencia.

Por otro lado, hay una serie de caracteristicas que indican la naturaleza quiescente de la celula. Las
celulas quiescentes, son celulas que no se dividen, que son capaces de dividirse bajo condiciones
especificas. Esto excluye las células en diferenciacion terminal, o las células senescentes que han sido

perdido, la capacidad para dividirse.

Las células hematopoiéticas quiescentes, como los linfocitos T y B no-activados y las células
progenitoras pluripotenciales son pequefias con mas bajo contenido de RNA y proteico que sus
contrapartes en estado de proliferacion. Este tipo de informacion es hecho por andlisis de citometria de
flujo.

Durante la transicion de Go para G1 hay un aumento obligatorio en la masa celular y en el nimero
de ribosomas (37), que cuentan extensamente para el aumento del contenido de RNA celular. El ritmo
de la sintesis proteica también aumenta debido, en parte a un aumento del factor de iniciacion elf-4E
(38). Ademas del perfil del ciclo celular es posible analizar un cierto nimero de proteinas reguladoras

del ciclo celular para confirmar el status Go.

Las células quiescentes contienen p130-E2F-4-DP-1 (39) y/6 complejos E2F-6-DP-1-c-myc (40) y
fue analizado recientemente que contienen pRB defosforilada (41). La proteina pRB es fosforilada por la
proteina cdk6/4-ciclina D durante la transicion en la fase precoz G1 (35,41). Eventos de fosforilacion
pueden ser analizados por algunos, tales como “32P-labelling”, isoeletric focusing o usando anticuerpos
especificos del sito de la fosforilacion. A las células quiescentes les faltan las proteinas 2-7(MCM2-7) de

manutencion de la cromatina asociada al mini cromosoma.
En efecto, las celulas de muchos tejidos no-proliferativos no tienen todas las proteinas MCM, pero
ciertas células especializadas tales como las células acinares epiteliales luminales de la mama de la

mujer pre-menopausica (42) son excepciones que expresan proteinas MCM constitutivamente.

No obstante estas proteinas no forman complejos (“licensing”) de “replicacion original” [origin

replication licensing complexes] ligados a la cromatina. Esto puede ser analizado preparando fracciones
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de proteinas asociadas a la cromatina de lisados de células, seguido por el analisis wester blot usando
anticuerpos especificos de MCM2-7 (35, 47,50, 51,52 y 53). La ausencia de proteinas MCM en las
celulas quiescentes ha sido usada para distinguir entre células neoplasicas y células normales de cervix,
prostata y vejiga (43-46). Cuando las células entran en el ciclo celular se tornan mas voluminosas
(analizado por citometria de flujo) y la pRB se torna fosforilada a través de un nimero de residuos por
medio de complejos cdk4/6 ciclina D. La fosforilacion de pRB en las serinas 807/811 es un evento

precoz de G1 que puede ser estudiado por “Western blotting” con anticuerpo especifico de sitio.

La fase tardia de G1 es caracterizada por el cargamento de proteinas MCM 2-7 y de Cdc sobre el

DNA (47), que pueden ser encontrados en la fraccion asociada a la cromatina de los lisados de células.

Ademas las proteinas expresadas por los genes regulados por E2F, tales como p107, cdc2 y E2F1,

son inducidas y pueden ser analizadas por western blotting.

El punto de restriccion es definido como el punto en G1. Después del cual las células pueden entrar
en la fase S sin la influencia de factores de crecimiento (48). Este punto divide G1 en dos fases distintas:
G1-pm(post-mitosis) y G1-ps (fase pre-S). El pasaje a través del punto de restriccion esta asociado con
una induccién de la ciclina E, que ocurre en la fase G1-ps y justamente antes de la expresion de la
ciclina A (49). En este estudio, con la ayuda de una técnica especial de microscopia se obtuvieron datos
que permiten mostrar que la ciclina-E es inducida después del punto de restriccion. Estos datos indican
que la actividad de la ciclina E-cdK2 y por eso la hiperfosforilacién de substratos tales como pRB, no

son parte de los mecanismos del punto de restriccion como previamente se creia.

Las ciclinas E y A pueden ser evaluadas sea por Western blotting o por citometria de flujo con

anticuerpos apropiados.

1.6 De como las proteinas del ciclo regulan las fases de transicion GO-G1-S

Las proteinas que controlan la entrada y progresion a través del ciclo celular son reguladas por un
numero de modificaciones post-translacionales. Estas incluyen fosforilacion, glicosilacion y acetilacion.

Cada una de estas modificaciones puede causar cambios en las proteinas tales como: carga, forma
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hidrofilicidad y masa, las cuales pueden ser exploradas al distinguir las proteinas modificadas de las no

modificadas.

Los mecanismos moleculares envueltos en el control de la entrada en el ciclo celular utilizan
proteinas de dos familias: retinoblastoma (RB) yE2F (54). Estas son proteinas importantes que son
requeridas para responder a los estimulos mitogénicos y la fosforilacion y acetilacion de las proteinas
son cruciales para regulacion de sus actividades. Una célula quiescente (Go) no es capaz de duplicar su
DNA.

Esta tiene falta de proteinas llave, tales como la polimerase”alfa’DNA, proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) y quinase timidina, que son necesarias también, y no tiene ciertas proteinas, tales como
cdc2 y p107, que son necesarias para el control de la transicion a traves de la mitosis (M). Estas

proteinas son sintetizadas cuando las células quiescentes atraversan la fase G1 por primera vez.

Los niveles de muchas de estas proteinas son mantenidos en un valor constante con respecto al
contenido total de proteinas en los ciclos subsecuentes. Por eso, una célula al entrar en G1, proveniente
de Go, difiere de una célula en proliferacion que entra en G1 proveniente de una mitosis en que la célula
entra en la fase G1 proveniente de la fase M que ya tiene cdc2, PCNA y muchas otras proteinas

necesarias para el préximo ciclo celular.

La entrada de Go en G1, en respuesta a la activacion de activacion de las vias de sefializacion
mitogénica lleva a la sintesis de las ciclinas tipo D. Estas por su vez activan las proteinas CDKSs, que

entonces fosforilan proteinas, tales como los miembros de la familia de proteinas RB.

La proteina retinoblastoma (pRB) es una fosfoproteina nuclear que es progresivamente fosforilada
en 16 sitios cuando las células quiescentes progresan a través de G1, alcanzando una forma
hiperfosforilada en el limite de la fase G1/S. La proteina pRB es fosforilada en diferentes sitios (55) por
una sucesion de proteinas CDKs que son activadas en diferentes tiempos durante la fase G1: por
ejemplo, la ciclina D cdK6 vy la ciclina D cdk4 en el periodo precoz de la fase G1, seguida por ciclina E
cdk2 en la fase media/tardia G1. La proteina pRB partija regiones de homologia con dos otras proteinas,

pl107 y p130, y como la proteina pRB son fosfoproteinas que tienen sitios de consenso para la
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fosforilacion por las CDKs. Ha sido revelado recientemente que la proteina p130 es fosforilada hasta 21

diferentes sitios (56).

La proteina pRB hipofosforilada liga los miembros de la familia del factor de transcripcion E2F (57)
e este inibe la activacion del gen dependiente del factor de transcripcion E2F por dos métodos: el
primero es por la inhibicion del gen que es controlado por el sitio E2F; el segundo es por la supresion de
una region del DNA reclutando una diacetilase histona (HDACIi-histone deacetilase) (58).

Esto causa deacetilacion de la histona que a su vez altera la condensacién de la cromatina y reprime
la transcripcion. La proteina pRB es también regulada por la acetilacion que ocurre durante la transicion
de G1 para la fase S. La acetilacion de pRB retarda su foforilacion y altera su capacidad para ligar otras
proteinas tales como MDM2 (59). Cada miembro de la familia del factor de transcricion E2F es
compuesto de un “heterodimero” de una proteina E2F (son conocidas de el E2F-1 a E2F-6)

conjuntamente con un miembro de la familia DP (DP-1 6 DP-2) (60-62).

Los otros dos miembros de la familia pRB, p130 y p107, también se ligan y reprimen la actividad de
E2F. Los diferentes miembros de la familia pRB tienen alguna especificidad para ligar diferentes E2Fs:
complejos conteniendo E2F-1, -2, -3 ligan a pRB en vez de p107, mientras E2F-4 o -5 ligan a p130 y
pl07 preferencialmente que a pRB. Las consecuencias funcionales son que la “super-expression” de
E2F-1, preferencialmente, dominan el paro del ciclo celular por la proteina pRB, y la E2F-4-DP-1
domina el paro causado por la proteina p130. Los factores E2F regulan un cierto nimero de genes que
son necesarios para que las células proliferen (ejemplo: polymerase alfa +DNA, quinase timidina,

PCNA o estan envueltos en el control de progresion a través del ciclo celular (ejemplo: cdc2, p107).

Entonces, el balance, en particular, entre E2Fs y pRB 6 p130 es claramente importante en determinar
si una célula prolifera o permanece quiescente. Ademas, el ablandamiento en el tiempo propio de la
represion transcricional dependiente de E2F dirige la transcricion a través de G1 en la fase S sin inducir

apoptosis.

El momento es critico como, por ejemplo, cuando el aumento de E2F-1 no solamente induce la

entrada en el ciclo celular, también causa apoptosis por un mecanismo dependiente de p73 (63).
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Los miembros de los factores de transcricion de la familia E2F son también regulados por
fosforilacion. Por ejemplo, E2F es una fosfoproteina que puede ser fosforilada in vitro solamente por
ciertos CDK's y es probable que la fosforilacion E2F-1, durante la fase S apaga su activacion
transcricional y por eso bajando la regulacién de ciertos genes dependientes de E2F que habian sido
activados durante la fase tardia de G1 (G1B) cuando una E2F es fosforilada habia sido liberada de la
represion por pRB. Hay un “checkpoint” durante la fase S que requiere fosforilacion de E2F-1 por la
ciclina A-cdK (64). En contraste a E2F-1, E2F-4 es multiplemente fosforilada y la forma

hiperfosforilada es predominante en Go (65).

Multiples formas hipofosforiladas de E2F-4 substituyen esta forma hiperfosforilada cuando las
células progresan atraves de G1 y esta defosforilacion puede ser requerida para su activacion.

El parejo de DP-1 ligado por estos E2Fs es también una fosfoproteina, que es defosforilada
cuando las celulas entran en el ciclo celular y esto se correlaciona con un aumento en la activacion de
E2F. Un nivel adicional de silenciamento transcricional envolviendo pRB ha sido revelado
recientemente. La histona H3, proxima del promotor de genes tales como ciclina A y E que son
regulados durante la entrada en el ciclo celular, es metilada en la lisina que por la metilase SUV39H1.
Se piensa que esta modificacidn localizada de la histona ocurre cuando la SUV39H1 es ligada por pRB

y que esto causa metilacion localizada y no global de la histona H3.

Una tal metilacién localizada de histona lleva al silenciamiento del gen (66). Por eso, la
modificacion post traduccional es altamente importante en la regulacién la actividad de las proteinas que
estan envueltas en la regulacion de la entrada en el ciclo celular.

Sin embargo, aunque las interacciones de pRB con E2F son las mejor caracterizadas, pRB se liga a

muchas otras proteinas (67). Estas incluyen PU.1, c-Abl, p53, PML y todas las tres clases de
polymerases RNA.

CAPITULO II
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2. DE LANATURALEZA DE LA ESTRUTURA DEL
GENOMA

El DNA es una macromolécula, una reunién de un gran namero de 4&tomos ligados entre ellos, en
un arreglo cuya estructura en tres dimensiones puede ser descrita por técnicas tales como la
cristalografia por rayos X. EI DNA es un repositorio de informacion, que es una propiedad mas dificil

para describir en sencillos términos moleculares.

Si un gen corresponde a un segmento particular de DNA, entonces la suma de la informacion
genética que un organismo individual hereda de sus padres es equivalente a la suma de todos los
segmentos de DNA presentes en el huevo en el comienzo de la vida. Todos los individuos que
constituyen una poblacién de una especie comparten el mismo conjunto de genes, aunque los mismos
individuos invariablemente poseen ligeras diferencias (versiones) de muchos de estos genes (alelos).
Entonces cada especie de organismos tiene un contenido Unico de informacién genética, que es conocido
como su genoma. Para los humanos, el genoma es esencialmente equivalente a toda la informacion
genética que estd presente en un unico conjunto (haploide) de cromosomas humanos, que incluye 22

cromosomas autosémicos y los cromosomas sexuales X y Y.

2.1 La complejidad del genoma

Para comprender como es determinada la complejidad del genoma, es primeramente necesario
considerar una de las mas importantes propiedades de la dupla helix DNA: la capacidad de separar en

sus dos tiras componentes, una propiedad denominada de desnaturacion.
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2.1.1 Desnaturacion del DNA

Como han sugerido Watson y Crick, las dos tiras de una molécula de DNA son juntas por
ligaciones flacas, no covalentes. Cuando el DNA es disuelto en una solucion salina y esta solucion es
lentamente calentada, habra un punto de la temperatura en el cual comienza la separacion de las tiras.
Con el incremento de mas en la temperatura, el proceso queda generalmente completo y la solucion
contiene moléculas de tira unica que estan completamente separadas de sus “partners”. El progreso de la
desnaturacién térmica (0 DNA melting) es usualmente monitorizado siguiendo el aumento de la
“absorbencia” del DNA disuelto.

Las bases nitrogenadas de la molécula de un acido nucleico absorben la radiacion ultravioleta
con una “absorbancia” maxima proxima de los 260 nm. Una vez que las dos tiras de DNA se han
separado, las interacciones hidrofdébicas que resultan de las bases montadas se encuentran enormemente
disminuidas, las cuales cambian la naturaleza electronica de las bases y aumentan su absorbencia de la

radiacion ultravioleta.

La temperatura en la cual el desvio en la “absorbancia” estd en la mitad de su valor se llama
temperatura de fusién. Cuanto més elevado el contenido de GC (%G+%C) de DNA, mas elevado es el
valor de Tm. Esta estabilidad aumentada del DNA conteniendo GC refleja la presencia de ligaciones de

hidrdgeno extra entre las bases cuando es comparada con los pares AT.

2.1.2 Renaturacién del DNA

La separacion de las dos hebras del duplex DNA por calentamiento no es un hallazgo inesperado,
pero la “reasociacion” de hebras tnicas en moléculas de doble-hebra estable con pares de bases

correctas parece espantosa.
En 1960, Julius Marmur y colaboradores en la Universidad Harvard verificaron que si ellos

enfriasen lentamente una solucion de DNA bacteriano que habia sido desnaturado térmicamente, el

DNA volvia a ganar propiedades de helix doble; ésta absorbia menos luz ultravioleta y otra vez se
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comportaba como material genético capaz de transformar las células bacterianas. Similares resultados
fueron obtenidos calentando el DNA hasta 100°C para desnaturar rapidamente bajando la temperatura de
la solucion hacia aproximadamente 25°C debajo de la temperatura de fusién, y permitiendo al DNA
incubar a esta temperatura por algun tiempo. De estos estudios, se tornd aparente que la
complementacion de las moléculas de DNA-hebra singular eran capaces de reasociacion, un evento
designado por renaturalizacion.

Este fendmeno ha probado ser una de las observaciones méas valiosas jamas hechas en la biologia
molecular.

Por un lado, la renaturacion ha servido como base para la investigacion en la complejidad del
genoma; por otro lado, llevo al desarrollo de una metodologia llamada hibridacion de los &cidos
nucleicos, en la cual las tiras de DNA complementario de diferentes origenes pueden ser mezclados para

formar moléculas de doble-tira (hibrida).

La hibridacion del &cido nucleico juega un papel clave en la méas importante moderna

biotecnologia, incluyendo secuenciacion del DNA, clonage del DNA y amplificacion del DNA.

2.2 La complejidad de los genomas de las bacterias y de los virus

Existen varios factores que determinan la fase de renaturacion de una dada preparacion de DNA.
Ellos son (1) la fuerza i6nica de la solucién, (2) la temperatura de incubacion, (3) la concentracion de
DNA, (4) el periodo de incubacion, y (5) el tamafio de las moléculas. Con estos factores en mente,
consideremos lo que puede acontecer de una comparacion de la tasa de renaturacion de los tres

diferentes DNAs, cada uno constituyendo el genoma entero de (1) un pequefio virus tal como MS-2

3 5

(4x10 pares de nucle6tidos): (2) un virus mayor, tal como T4 (1,8x10 pares de nucleétidos; y (3)
6

una célula bacteriana, tal como E. Coli (4,5x10 pares de nucle6tidos).
La diferencia primaria entre estos DNAS es su extension. Para comparar su renaturacion, es
importante que las moléculas reagentes sean de extension equivalente, tipicamente con cerca de 1000

pares de bases.

Las moléculas de DNA pueden ser fragmentadas en piezas de esta extension en varias vias, una

de las cuales es forzarlas a través de orificios muy pequefios a una presion elevada. Cuando estos tres
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tipos de DNA — todos presentes en las mismas extensiones y concentracion de DNA (e.g., mg/ml) — son

permitidos renaturarse, ellos lo hacen en tasas diferentes distintas.

El genoma méas pequefio se renatura mas rapidamente. La razén se torna aparente cuando se

considera la concentracion de las secuencias complementarias en tres preparaciones.

Porque las tres preparaciones tienen la misma cantidad de DNA en un dado volumen de solucién,
acontece gue cuanto mas pequefio es el tamafio del genoma, mayor es el nimero de genomas presentes

en un dado peso de DNA y mayor la oportunidad de colision entre fragmentos complementares.

2.3 La complejidad de los genomas eucariotas

La renaturacion de los DNAs de virus y bacterianos ocurre siguiendo curvas unicas y simétricas.
La renaturacion ocurre siguiendo tales curvas porque todas las secuencias estan presentes (con
excepcién de muy pocas secuencias en el DNA bacteriano) en la misma concentracion.
Consecuentemente, cada secuencia de nucleétido en la poblacion esta en condiciones de encontrar un
“partner” en un dado tiempo como cualquier otra secuencia. Este es el resultado que seria esperado de
los varios estudios de mapas de genes, que sugirieron que el DNA de un cromosoma contiene un gen
después de otro en un arreglo linear. Estos resultados en los genomas virales y bacterianos contrastan
marcadamente con los obtenidos en el DNA de los mamiferos, como los obtenidos por Roy Britten y
David Kohne del California Institute of Technology.

Al contrario de los genomas mas sencillos, los fragmentos de DNA de un genoma mamifero
renaturan en tasas marcadamente diferentes. Estas diferencias reflejan el hecho de varias secuencias de
nucleotidos en una preparacién de fragmentos del DNA que los eucariotas estardn presentes en
concentraciones marcadamente diferentes. Esta ha sido la primera vision de que el DNA de los
encariotas no es justamente una progresion simple de un gen después del otro, como en una bacteria, 0

un virus, tiene una organizacion mucho mas compleja.

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 31/279



Cuando a fragmentos de DNA de plantas y animales se les permite la renaturacion, la curva
muestra tipicamente una especie de tres peldafios de una escalera, que corresponden a la renaturacion de
tres extensas clases de secuencias de DNA. Las tres clases renaturan en diferentes tasas porque difieren
tanto cuanto el numero de sus secuencias de nucle6tidos que son repetidos dentro de la poblacion de

fragmentos.

Las tres clases de fragmentos (o fracciones) son llamados fraccién de repeticion elevada, fraccion

de repeticion moderada y fraccion de no repeticion.

2.4 Secuencias de DNA acentuadamente repetidas (fraccion de repeticion elevada)

La fraccion de DNA de elevada repeticion que consiste en secuencias presentes en por la menos
5
10 copias del genoma, constituye cerca de 1 a 10 por ciento del total de DNA. Las secuencias de elevada

repeticiéon son tipicamente cortas (algunos centenares de nucleétidos en su expresion méas larga) y se
presentan en agrupaciones en los cuales determinada secuencia se repite mas y mas sin interrupcion.
Una secuencia dispuesta de esta manera de punta-con-punta (end-to end) se denomina “in tandem”. Las
secuencias de elevada repeticion se distribuyen por varias categorias sobrepuestas, incluyendo a) DNAs

satélites b) DNAs minisatélites y ¢) DNA microsatélites.

DNA satélites — consiste en secuencias cortas (cerca de cinco a algunas centenas de pares de bases en
extension) que forman agrupaciones muy grandes, cada uno conteniendo varios millones de pares de
bases de DNA.

En muchas especies, la composicion de bases de estos segmentos de DNA es suficientemente

diferente del conjunto global de DNA cuyos fragmentos que contienen la secuencia pueden estar

separados en distintas bandas “satélites” durante la centrifugacion gradiente de densidades (esta es la
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justificacion de DNA satélite). Una especie puede tener mas de una secuencia de DNA satélite. Por
ejemplo, la Drosophila Virilis tiene tres secuencias satélites diferentes, cada una con siete nucleétidos de

extension y todas muy similares en la secuencia, indicando un origen genético comun.

La funcion precisa de los satélites del DNA permanece como un “misterio”.En DNA minisatélites sus
secuencias varian desde cerca de 12 a 100 pares de bases de extension y son encontrados en
agrupaciones conteniendo cerca de 3000 repeticiones. Entonces, las secuencias de minisatélites ocupan
extensiones considerablemente mas cortas de genoma que las secuencias satélites. Los minisatélites
tienen tendencia a ser inestables y el niUmero de copias de una secuencia muchas veces aumenta o
disminuye de una generacion a la siguiente. Como consecuencia, la extension de un locus minisatélite

particular es altamente variable en la poblacion, igualmente entre miembros de la misma familia.

Debido a que presentan una alta variabilidad (polimorfica) en extension, las secuencias minisatélites
son usadas para identificar individuos en casos del foro criminal o de paternidad a través de técnicas de
DNA fingerprint.

2.4.1 DNA microsatélites

Son las secuencias mas cortas (1 a 5 pares de bases de extension) estan tipicamente presentes en
pequefios “clusters” de cerca de 10 a 40 pares de bases por casi todo el DNA- mas de 100.000 diferentes
clases de microsatélites estan presentes en el genoma humano. Las enzimas de la replicacion tienen
regiones de copia perturbadas que contienen estas pequefias secuencias repetitivas, que causan extension
del DNA para cambiar en extension a través de generaciones.

Por causa de sus extensiones variables en la poblacion los microsatélites del DNA estan siendo usados

para analizar las relaciones entre diferentes grupos étnicos de la poblacion humana.

__Muchos antropologistas argumentan que las modernas especies humanas se originaron en Africa. Si
esto es verdad, entonces los miembros de diferentes poblaciones Africanos deberian exhibir mayor
variacion de la secuencia del DNA que las poblaciones humanas viviendo en otros continentes, porque
los genomas de poblaciones Africanas tuvieron mas tiempo para divergir. El argumento para la génesis

Africana ha recibido soporte de los estudios en las secuencias del DNA humano.
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En un estudio que han analizado 60 clases de microsatélites diferentes, ha sido verificado que
miembros de las poblaciones Africanas tenian una divergencia genética significativamente mayor que
poblaciones Asiaticas y Europeas. Cambios en los numeros de copias de ciertas secuencias de
microsatélites son responsables de varias enfermedades hereditarias debilitantes. Cuando se torno
aparente que los genomas de las células eucariotas contienen un gran numero de copias de secuencias de
DNA cortas, los investigadores intentardn saber donde estaban localizadas estas secuencias en los
cromosomas; sea en un o varios puntos diseminados del cromosoma, o en una parte especifica del
cromosoma. Es aqui donde se verifica que el descubrimiento de la renaturacién llevé a descubrir y
desarrollar muchas metodologias de hidridizacién de acido nucleico. La capacidad para localizar las

secuencias del DNA satélite ilustra el poder analitico de la hidridizacion del DNA.

En los experimentos de renaturalizacién, las hebras de DNA complementario permanecian en
solucion. Mary Lou Pardne y Joseph Gall de la YALE UNIERSITY desarrollaron inicialmente un
protocolo experimental alternativo para determinar la localizacion del DNA satélite, al cual se designa
“in situ hybridization”. El término “in situ” significa “en el sitio” y se refiere al hecho de que el DNA
de los cromosomas permanece en su sitio, 1o que permite que se una con la preparacion particular de

DNA marcado. En los primeros estudios de hibridacién in situ, el DNA para ser detectado (“probe

DNA”) era marcado radioactivamente v era localizado por autoradiografia.

La resolucion de la técnica ha sido incrementada usando las sondas de DNA (6 RNA) que son
marcados con colorantes fluorescentes y entonces localizados con un microscopio de fluorecencia. Esta
técnica es designada ‘‘fluorescence in situ hybridization (FISH)”, que se torné tan refinada que puede
ser usada para mapear localizaciones relativas de diferentes secuencias a través de las tiras de DNA
singulares. Para conseguirse la hibridizacion del &cido nucleico, ambos interactuantes deben ser hebras

sencillas.

En el experimento representado en los cromosomas de una célula mitotica estan dispersos sobre un
cristal y el DNA es desnaturalizado, tratando los cromosomas con una solucion salina caliente que causa
la separacion de las tiras de DNA que permanecen separadas. Durante la etapa siguiente de
hibridizacion los cromosomas deshaturados son incubados con una solucion de biotina marcada por el
DNA satélite de tira singular, que se liga selectivamente a las tiras complementarias del DNA satélite

inmovilizado localizado en los cromosomas. Siguiendo el periodo de incubacion, el DNA satélite no-

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 341279



hibridado soluble es lavado/digerido/retirado y los sitios de las cercanias de los fragmentos de DNA

marcados se evidencian. DNA satélite esté localizado en las regiones centroméricas del cromosoma.

2.5 Secuencias de DNA repetido moderadamente

La fraccion de repeticion moderada de los genomas de las plantas y animales puede variar de cerca de
20 a més de 80 por ciento del DNA total, dependiendo del organismo. Esta fraccion incluye secuencias

que son repetidas, dentro del genoma, en cualquier parte, algunas veces a decenas de millar de veces.

Incluidos en la fraccién de DNA, repetida moderadamente, estan secuencias que codifican productos

génicos conocidos, como RNAs, o proteinas a los que falta una funcién de codificacion.

2.5.1 Secuencias de DNA repetido con funciones de codificion

Esta fraccion de DNA incluye los genes que codifican los RNAs ribosémicos asi como los que
codifican un importante grupo de proteinas cromosomicas, las histonas. Las secuencias repetidas que
codifican cada uno de estos productos son tipicamente idénticas unas a las otras y localizadas en

“tandem”.

Es esencial que los genes codificando los RNAs ribosdmicos estén presentes en nimeros multiples
porque estos RNAs son requeridos en grandes cantidades y su sintesis no beneficia el peldafio de
amplificacion extra que ocurre para los genes, codificando proteinas en que cada mRNA actlia como un
molde para la sintesis repetida de un polipéptido. Asi mismo, la produccién de histonas envuelve un
RNA mensagero intermediario, muchas copias de estas proteinas son requeridas durante el desarrollo

precoz en que varios centenares de moldes de DNA deben estar presentes.

2.5.2 Secuencia de DNA a las cuales faltan funciones de codificacién

La globalidad de la fraccion repetida moderadamente no codifica cualquier tipo de producto. Al

contrario, ocurre un cluster de secuencias en “tandem”, los miembros de estas familias estan dispersos
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(i.e. interespaciadas) a través del genoma como elementos individuales. Muchas de estas secuencias
repetidas pueden ser agrupadas en dos clases que son referidas como SINEs (Short Interspersed
Elements), o LINEs (Long Interspersed Elements).

2.6 Secuencias de DNA no repetidas

Como el previsto inicialmente por Mendel, los estudios clésicos en los cuadros de herencia de los
caracteres visibles, llevaron a los geneticistas a concluir que cada gen estaba presente en una copia por
cada (haploide) conjunto de cromosomas. Cuando al DNA eucariotico desnaturado es permitido
renaturar, una fraccion significativa de fragmentos es mucho mas baja para encontrar “partners”, muy

lenta, de hecho se presume que estan presentes en una copia singular por genoma.

Esta fraccion comprende las secuencias de DNA no-repetidas (o de copia sencilla), que incluye los
genes que exhiben cuadros mendelianos de herencia. Porque las secuencias estan presentes en una unica
copia en el genoma, las secuencias no repetidas localizan siempre un sitio particular en un cromosoma

particular.

Considerando una variedad de secuencias diferentes presentes, la fraccidén no repetida contiene la gran
mayoria de la informacion genética. Incluida dentro de la fraccion no repetida estan las secuencias de
DNA que codifican virtualmente todas las proteinas, excepto las histonas.

Asi mismo, estas secuencias no estan presentes en copias maultiples, los genes que codifican
polipéptidos son usualmente miembros de una familia de genes relacionados. Esto es verdad para las
globinas, actinas, miosinas, colagenios, tubulinas, integrinas y muchas otras proteinas en la célula
encariota. Cada miembro de una familia multi-génica es codificado por una secuencia diferente, pero
relacionada. Ahora que el genoma humano ha sido secuenciado y analizado, finalmente, tenemos una
medida relativamente rigurosa de las secuencias de DNA que son responsables de la codificacion de las

secuencias de los aminoacidos de las proteinas del ser humano.
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CAPITULO Il

3. ONCOGENESIS Y ALGUNOS FACTORES
RELACIONADOS

3.1 Generalidades

Los oncogenes son, esencialmente, genes que son experimentalmente definidos por su capacida de
provocar el fenotipo trasnsformado de las celulas en cultivo. Las células transformadas son capaces de
se multiplicar en condiciones de reducida, o incluso, ausencia de factores de crecimiento exdgenos.
Estas definiciones son muy simplistas, pero son, en la practica, Gtiles para los propositos de analisis de la
actividad de los oncogenes, que representan piezas de la estructura bioquimica de la multiplicacion

celular.

Para que un gen tenga propiedades funcionales para sustituir sefiales recibidas de la superficie celular,
éste debe tener alguna interaccion reguladora especifica desempefiando un papel concreto en los
procesos normales de proliferacion celular. Siendo asi, al identificar un oncogén, nosotros encontramos

una parte potencialmente importante del mecanismo bioquimico de la multiplicacion celular.

El desafio reside en definir exactamente qué papel desempefia el gen en las funiones de una célula
normal. En muchos casos, para que un gen sea realmente un oncogén, tiene que poseer algun aspecto

especifico o verse alterado en alguna actividad.

Lo requerido varia de gen a gen, pero la naturaleza de estas alteraciones también revela
potencialmente informacion significativa acerca de la funcion habitual del gen en cuestion. Los
productos de muchos oncogenes son, realmente, moléculas que son estudiadas en varios capitulos de la
biologia molecular de una célula en estado de proliferacion. Los oncogenes tienen un enorme valor

practico.
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Las células transformadas son tumorigénicas y, por eso, por definicion, los oncogenes han sido
identificados con el estudio de los cambios genéticos en tumores que aparecen en el hombre de manera

natural o que han sido inducidos en animales.

Esto significa que la comprension de la identidad y funcion de los oncogenes representa una
contribucion importante para la realizacion de un diagndstico y, consecuentemente, la terapia de los

tumores.

Existen dos origenes de oncogenes. Ciertas infecciones por virosis del ADN tienen la propiedad de ser
capaces de transformar las células en cultivo ya que estan intimamente asociadas a ellas o0 porque son la
causa de tumores que surgen de manera natural. Estas virosis codifican genes que contienen funciones
oncogenicas. Tales oncogenes codificados con ADN de virus no poseen contrapartes en las células

hospederas y son requeridos por virus debido a algun aspecto de su ciclo de vida infecciosa.

Las propiedades oncogénicas se originan como una consecuencia de la interaccion entre el producto
del gen viral y la maquinaria del ciclo celular del hospedero. Como ejemplos de tales genes podemos
citar el gen Large T del virus SV40, el gen EIA del tumor asociado a la adenovirosis o el gen E6 de las

virosis del papiloma humano.

El origen mas prolifico de los oncogenes es un conjunto de versiones acerca de las modificaciones
que sufren los genes celulares normales. Cualquier gen celular normal que sea susceptible de ser
alterado, sea en la secuencia, sea en la expresion para provocar la reproduccion celular, en ausencia de
factores de crecimiento, es potencialmente un oncogén. Por otro lado, el aislamiento de un gen celular
modificado confiere al fenotipo transformado una contraparte normal correspondiente que, en principio,
asume el control de la multiplicacion celular. De esto se deduce el concepto de proto-oncogén, que se

interpreta como la contraparte celular normal de un oncogén.

Los primeros ejemplos de genes oncogénicos han sido descubiertos en asociacion con otra clase de
virosis: las retrovirosis. Estas virosis tienen un estilo de vida no usual. En su estado infeccioso
comprenden un genoma de ARN recubierto de una pelicula de proteina. Cuando el virus infecta una

célula, el genoma ARN se copia en la doble tira de ADN por transcripcion inversa codificada por el
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virus y la copia de ADN del genoma viral se integra en el genoma hospedero. En circunstancias

normales, de la transcripcion del genoma viral integrado resultan nuevos virus infecciosos.

Conocemos dos tipos diferentes de tumores que estan asociados con la infeccidn retroviral. El
primero, el tipo més severo, puede ser producido por infeccion de un animal hospedero con el virus. El
clasico ejemplo de este tipo es el virus del sarcoma Rous que induce a sarcomas (tumores de tejidos
moles) después de infectar los pollos.

Los tumores inducidos por estas virosis son frecuentemente muy agresivos y matan el hospedero en el
plazo de semanas o meses. Estos tumores son también multiclonales en origen; esto significa que el

tumor esta compuesto por multitud de células que han sido infectadas consecutivamente por el virus.

El motivo por el cual este tipo de virus induce a un tumor es porque, en cualquier momento de la
historia de su ciclo vital, se recombind con el genoma del hospedero y se incorporé a un gen normal del
hospedero en su propio genoma. De este excepcional suceso se derivan varias consecuencias; una de
ellas es que los genes celulares normales se quedan bajo el control de los elementos reguladores virales.
Es posible que, en el proceso de recombinacion, el gen hospedero pueda sufrir mutaciones; entonces,
como resultado del acto de recombinacion con el genoma hospedero, el proto-oncogén hospedero se
manifieste de forma anormal y también pueda resultar alterado en su funcion. El analisis de esta forma
de descubrimiento de los proto-oncogenes lleva a concebirlos como los homélogos normales de los

genes que se habian recombinado con el virus.

El segundo tipo de tumor asociado con retrovirosis infecciosas es algo diferente. En este caso, el
tumor se origina generalmente de un modo lento y puede no aparecer en todos los animales infectados.
En algunos casos el efecto de la integracion retroviral es heredado de generacion en generacion y se
manifiesta como una predisposicién heredada de ciertas especies de ratones para desarrollar tumores

mamarios.

Esto es el resultado de la herencia de una copia integrada del Virus Tumoral Mamario en el Ratdn
(MMTYV). Los tumores formados en estas situaciones son todos monoclonales en origen. Esto significa
que el tumor se origina en una célula singular fundadora infectada. En estas condiciones, debe haber un

proceso adicional antes de que el potencial oncogénico del virus sea liberado. Para que este tipo de virus

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 39/279



Ilegue a producir un tumor es fundamental que se haya integrado en las cercanias de un proto-oncogeny,
como consecuencia, haya adoptado las expresion del proto-oncogen bajo el control de sus propios
elementos promotores. La activacion transcripcional del gen hospedero por el virus es la que lleva a la
formacion del tumor. Esto explica, en parte, la larga latencia y monoclonalidad de este tipo de tumor.
Ademas de esto, también se requiere que el virus se integre en un lugar especifico que tiene que estar
localizado en las cercanias de un proto-oncogén cuyo potencial oncogénico pueda ser activado por

alteracién en su manifestacion.

El método de aislamiento de oncogenes implica su clonacién directamente del ADN gendmico en
virtud de su funcion oncogénica. El razonamiento que estd fundamentando esta hipdtesis es el siguiente:
si los tumores son el resultado de mutaciones genéticas que llevan a la conversion del proto-oncogén en
un oncogén, debe entonces ser posible clonar directamente las secuencias del ADN oncogénico de

tumores en virtud de su capacidad para transfectar células normales.

La estrategia experimental basica la encontramos reflejada en un cierto esquema. EI ADN es extraido
de un tipo especifico de tumor y transfectado a una célula target que sea transformacién en célula
sensible, tal como 3T3.

Este procedimiento origina colonias transformadas raras como resultado de la adquisicion de un
segmento de ADN con funcién oncogénica. Entonces, muy probablemente, estas células captaran
grandes cantidades de ADN celular normal, esto es, “diluido”, captando ADN de las colonias
transformadas y usandolo para la retransformacion en un segundo ciclo. Este proceso se repite hasta un
segmento minimo de ADN en transformacion por contener el oncogén que puede ser clonado con este
procedimiento. Debemos especificar que este abordaje del problema no prueba que el gen aislado haya

sido la causa del tumor original.

Existe un cierto nimero de casos en los que el gen que resulta eventualmente clonado se modifica
para adquirir actividad transformadora como una deleccion/artefacto, o mutaciones adquiridas durante el
proceso de transfeccion. Por ejemplo, un gen normal puede integrarse en las cercanias del ADN como
un poderoso promotor o perder alguno de los elementos reguladores negativos en su promocion durante
el proceso de integracion. Es por esto que decimos que esta técnica identifica genes que pueden
transformar células, sea como resultado de una mutacion en el ADN del tumor original, sea como

resultado de la activacion de la expresion en el proceso de transferencia. Un problema mas sutil es qué
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tipo de genes aislados tienden a reflejar el tipo de célula que se usa como objetivo para la
transformacion. Usando una diana singular, tal como 3T3, tiende a llevar a la repeticion del aislamiento
de los mismos genes de entre una amplia variedad de ADNs tumorales. Esto refleja la sensibilidad de la

célula objetivo para la actividad del oncogén.

Un aspecto comun a muchos tipos de tumores es que presentan cromosomas anormales. En particular,
las translocaciones cromosdmicas son comdnmente asociadas a tipos particulares de tumores. Esta es

una situacién en donde un segmento de un cromosoma determinado se divide y se junta con otro.

Lo que es interesante de estos casos son las frecuentes asociaciones entre pares especificos de
cromosomas en translocacion asociada con un tipo particular de tumor.

Posiblemente, el ejemplo mas clarificador sea el del cromosoma Philadelphia encontrado en el 95%
de pacientes con leucemia mielogénica crénica y que implica una translocacién de un a regién del

cromosoma 11 de los humanos en el cromosoma 22.

La base subyacente de estos eventos es que, como resultado de una translocacion, un proto-oncogén
se ha desplazado, sea para la cercania de un promotor heter6logo, sea porque se haya fundido con una
secuencia de codificacion de proteina para producir una proteina hibrida. La caracterizacion de los pares
de genes relacionados con recolocaciones cromosomicas, lleva a la identificacion de proto-oncogenes
que pueden ser activados, tanto por expresion ectdpica, como por fusion génica. Es interesante resaltar
gue muchos ejemplos de fusiones génicas generadas por esta via produjeron una oligomerizacion y

rotura del proto-oncogén.

Un ejemplo final de identificacion de los oncogenes es también el que se origina debido a otro tipo de
anomalia cromosdmica en tumores humanos. Nos referimos al fendmeno de amplificacion de un gen. En
esta situacion el tumor reveld que habia sufrido una amplificacion de los segmentos especificos del
ADN en los cuales reside el proto-oncogen objetivo. Este proceso debe suceder en presencia de un gran

numero de copias del gen en la célula transformada.
El fendmeno de amplificacion de genes revela una clase muy especifica de genes: aquellos cuyas

funciones oncogénicas son activadas porque estan presentes en niveles mas elevados que sus

correspondientes contrapartes normales.
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La identificacion de genes (y sus contrapartes proto-oncogenes), esencialmente revela un componente
de la maquinaria del ciclo celular: una proteina que, cuando esta sujeta a la activacion oncogenica, tiene
la capacidad de inducir progresion a través del ciclo celular. El principal interés desde la perspectiva del
control del ciclo celular es la comprension de la funcién bioquimica de la proteina en cuestion y como su

conversién oncogénica lleva a la transformacion celular.

Una observacion mas pormenorizada en una muestra de oncogenes identificados por diferentes
técnicas revela que no hay un aspecto evidente de que estos genes compartan su capacidad para
transformar células. Los oncogenes (y los proto-oncogenes) representan una diversidad de funciones

secuenciadas y localizaciones celulares.

Dicho con otras palabras, no hay ninguna explicacion para la transformacion, o tumorigenicidad. Esto
era de esperar por lo ya conocido de los mecanismos de control del ciclo celular. Siguiendo esta linea de
pensamiento se clarifica que la mayoria de los oncogenes se distribuyen en cuatro clases funcionales
familiares: factores de crecimiento, receptores implicados en sefalizacién celular y factores de
transcripcion. Llegados a este punto un aspecto relevante a considerar es el mecanismo por el cual un
proto-oncogén es accionado y se convierte en oncogén. Esto no solo establece las condiciones bajo las
cuales los procesos de conversion oncogénica tendran lugar, sino que también revelan algo sobre la

funcion ordinaria que desempefia el proto-oncogén y su posicion en el mapa de control del ciclo celular.

3.2 Factores de crecimiento

Un cierto numero de oncogenes son factores de crecimiento. ElI oncogén SIS esta incorporado en el
genoma del virus del sarcoma de los simios y codifica el PDGF — B (““ platelet — derived growth factor”).
La capacidad del virus del sarcoma de los simios para formar tumores es, por eso, el resultado de la

expresion del PDGF-B, bajo el control de los elementos reguladores virales, al contrario de su promotor.
Un cierto nimero de miembros de la familia FGF-(fibroblast growth factor) — FGFs 3, 4 y 8 — han

sido identificados como dianas para la activacion transcripcional por insercion proviral de MMTV (virus

murino de tumor mamario). En este caso, la integracion del genoma viral en la vecindad del gen “target”
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FGF resulta en la expresion de FGF bajo el control del promotor viral en la glandula mamaria. Un
mecanismo similar esta implicado en la activacion de la familia Wnt de los factores de crecimiento por
insercion proviral MMTV.

Un ejemplo final es el FGF4, que ha sido aislado directamente del ADN genomico, por dos vias: (1)
transfeccion del ADN de los tumores sarcoma Kaposi en las células 3T3; (2) como una consecuencia de
su inclusion en una region del ADN que esta sujeta a la amplificacion del ADN en los tumores del
estdmago.

De hecho, es muy probable que en ambos casos el aislamiento del FGF4 como un oncogén sea un
artefacto que se origine del protocolo experimental al contrario de una reflexién sobre una implicacion
de FGF4 en el tumor original. EI gen FGF4 contiene un cierto numero de elementos regulatérios
represores fuertes en su promotor que fueron separados de la secuencia que codifica el FGF4 en el
proceso de aislamiento del gen. Como resultado, el gen FGF4 “transfected” se encuentra activado
transcripcionalmente, lo que es la base de su capacidad para transformar células. Esto viene a ilustrar el
principio comdn de la activacion oncogénica de los genes de los factores de crecimiento: - la activacion
oncogénica casi invariablemente envuelve activacion transcripcional del gen, llevando a la produccion

del factor de crecimiento en un sitio no apropiado.

En efecto, este mecanismo puede ser reproducido experimentalmente, forzando la expresion de los
factores de crecimiento en los tejidos adultos, por varios medios. En muchos casos el resultado es la
produccién de un tumor en las células en que el factor de crecimiento heter6logo estd presente. La
capacidad de los factores de crecimiento para transformar células, por eso, resulta de un mecanismo
autocrino. La célula no depende de sefiales externas para inducir la proliferacion, una vez que es capaz
de producir sus propias sefiales. Hay dos consecuencias intrigantes de este mecanismo de activacion. La
primera, implica que, en muchos tejidos adultos por lo menos, la justificacién por que las células son
quiescentes es debido a que estan privadas de estimulacion de factores de crecimiento apropriado.
Segundo, la expression ectopica de un factor de crescimiento por una célula transformada, o
tumorigenica puede estimular la vecindad compuesta por células no transformadas por un mecanismo

paracrinico.

Esto puede llevar a muchas de las consecuencias secundarias de la formacion del tumor, tales como la

fibrosis (produccion de una malla de tejido, analogo a la cicatriz alrededor del tumor), 0 angiogénesis
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(induccion de la formacién de nuevos vasos sanguineos cerca del tumor por estimulacion de células
endoteliales). Estas consecuencias secundarias de la expresion del factor de crecimiento ectopico son

frecuentemente significativas en la “historia natural” del tumor en el hospedero.

3.3 Receptores de los factores de crecimiento

Un ndmero significativo de oncogenes contienen la clave definidora de los receptores de los factores
de crecimiento. Se trata de proteinas transmembrana con dominios con actividad tirosina quinosina

intrinseca en la region intracelular (“intrinsic tyrosine kinase”).

El gen neu ha sido aislado (como el nombre indica) de un neuroblastoma inducido quimicamente en el
raton por via de la transfeccion del ADN. El gen neu no es mas que el HER-2, un miembro de la familia
de receptores EGF. Sin embargo el oncogén neu es sutilmente diferente, tiene mutaciones puntuales
especificas en el dominio transmembrana. El resultado de estas mutaciones es para inducir el dominio

transmembrana domain del receptor HER-2 para sufrir “dimerisation” espontanea.

Un cierto nimero de receptores del factor de crecimiento han sido identificados en tumores como
resultado del proceso de translocacion cromosémica que llevan a la produccion de fusiones con otras
proteinas celulares. Entonces, tanto los genes FGFR-1 (fibroblast growth factor receptor —17), como el
PDGFRB (factor de crecimiento derivado de plaguetas) han sido recuperados de leucemias como
fusiones génicas con otro gen, TEL. TEL es un factor de transcripcién, que puede parecer extrafio a
primera vista ya que la fusion de un factor de transcripcion con un receptor de factor de crecimiento
Ileve a una activacion oncogeénica.

Una inspeccion de los productos proteicos de estas fusiones da la informacion. TEL es una proteina
dimérica y las fusiones oncogénicas invariavelmente implican fusion de la “dimerisation domain” de
TEL con “tyrosine kinase domain” del receptor “target”. Esto lleva a la fusion del dominio de

dimerizacion con el dominio con actividad tirosina quinasa.

El mecanismo esencial de la activacion oncogénica de los receptores del factor de crecimiento es la

“dimerisation”, forzada como el resultado de una mutacion especifica o de una fusion del gen. Como
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resultado, las vias de “transduccion” de sefial son activadas sin necesidad de estimulacion del factor de
crecimiento. En esta situacion, la célula transformada actla como si estuviese recibiendo una sefial del

factor de crecimiento extrinseco y comienza a reproducirse .

3.4 Transduccers de sefal

Una de las clases de oncogenes mas frecuentemente recuperados son miembros de la familia de genes
Ras, de pequefias proteinas G asociadas a la membrana. Entonces, los miembros de la familia de genes
Ras han sido incorporados en los genomas de un cierto numero de diferentes retrovirosis formadoras de
tumores, tales como las virosis de sarcoma de ratones Harvey y Kirsten (éste es el origen del nombre
Ras). Los genes Ras también son frecuentemente recuperados del ADN tumorigénico usando la via de
“transfeccion” del ADN. En todos los casos estos genes Ras oncogénicos se encuentran con mutaciones
“point” que directa o indirectamente, eliminan la actividad GTPase intrinseca de la proteina Ras. Mas
aun, las mutaciones puntuales de este tipo en los Ras genes aparecen frecuentemente en tumores
humanos de muchos tipos ocurriendo naturalmente. El resultado de estas mutaciones es que el Ras esta
permanentemente activado, independientemente de la presencia de estimulos activadores, por eso estéa en
estado de necesidad de activacion por los estimulos activadores. Los genes Ras oncogénicos, por €so,

exponen la célula a una sefial mitogénica intracelular continua.

Muchas quinasis proteicas intracelulares tienen el diseno clasico de las quinases de los “domains”
catalitico y regulatorio en el cual el componente regulador actGa para suprimir la actividad quinasis,

excepto si esta ligada o modificada, por co-factores.

La desrepresion fisiolégica de la actividad quinasis puede ser por eso mimetizada por mutaciones que
suprimen las funciones inhibidoras del dominio regulador. Este es un mecanismo comun de activacion
oncologica de los “transducers” de quinasis intracelular. Por ejemplo, el gen Raf ha sido originariamente
identificado como un oncogenio transformador del virus del fibrosarcoma del raton. La incorporacion
del gen Raf en el genoma viral provocé la rotura de la proteina, promoviendo la activacion constitutiva
de la actividad de la quinasa y la activacion concomitante de la via MAPK (mitogen-actived protein

quinase) “downstream”.
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Otra familia de quinasis, cuya posicion en la cascada de sefializacién es menos clara, son las quinasis

de tirosina citoplasmaéticas asociadas a membrana de la familia Src.

El Src es el miembro prototipo de esta familia de genes y ha sido el gen transformado incorporado en
el prototipo de retrovirus transformador, el virus sarcoma Rous. Mas aun, el gen Src tiene un status
especial en la historia de los oncogenes como el primer proto-oncogén que ha sido identificado en la
base de su incorporacién en un virus transformador. Todas las versiones oncogénicas del Src se
encuentran truncadas o han sufrido mutaciones puntuales, que bloquean un dominio inhibidor N-
terminal, lo que lleva a la estimulacion de la actividad quinasa. En general podriamos decir que los
“transducers” de sefial oncogénicos activan las vias de sefal intracelular como un resultado de
mutaciones que bloguean, o suprimen, regiones de la proteina relacionada con la supresion o atenuacién

de actividad.

3.5 Factores de transcricion

Se ha encontrado un numero considerable de factores que tienen funcidén oncogenica.

El gen fos ha sido identificado como un oncogén transformador del virus del osteosarcoma FBJ y el
NFkB ha sido identificado como el gen transformador del retrovirus de la reticuloenteliosis del pavo. En
todos los casos, el mecanismo de la activacién oncogénica es la introduccion de mutaciones que activan
constitutivamente las acciones de la proteina, llevando otra vez a una actividad que no necesita de

activadores.

En el caso del gen fos el mecanismo de activacion parece resultar de “truncations” de las secuencias
codificadoras y no-codificadoras del gen cuando ha sido incorporado en el virus. En el extremo 3 del
gen se ha introducido una deleccion que tiene, por la menos, dos consecuencias. Una es para cambiar las
secuencias de desestabilizacion en la region no-codificadora 3 del gen. Esto causa estabilidad en el
mensaje fos oncogénico. La segunda es para sustituir un fragmento de la regién C-terminal de la
proteina normal que parece estar relacionada con la supresion transcripcional de la expresiéon del gen
fos. El resultado combinado de estos cambios es para producir una forma de proteina que se manifiesta
asi de manera estable y no transitoria durante el ciclo celular normal. En el caso del NFKB la forma
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oncogenica de la proteina ha sido truncada en el N-terminal y esto bloguea la asociacién con el
inhibidor TKB.

De esta manera se consigue la localizacion permanente del factor de transcripcion en el nucleo y la
subsecuente activacion de los genes diana “downstream” sin necesidad de que sea activado por
liberacion de sefial por mediacion del complejo citoplasmético inactivo. Un ejemplo muy intrigante de
un factor de transcripcion oncogénico es el c-myc. Este gen ha sido frecuentemente recuperado como un
oncogen por varias vias: sea directamente incorporandolo en un genoma retroviral transformador,
localizado cerca de una insercién proviral en un tumor, o sujeta a reajustes cromosémicos. El dltimo
paso es la base subyacente del cromosoma “Philadelphia”, que resulta de la recolocacion del gen myc en
el “cluster” de genes de inmunoglobulina. El resultado de esta recolocacion es para traer al gen myc bajo
control transcripcional de los elementos reguladores del gen de la poderosa inmunoglobulina especifica
de las células B.

En todas estas manifestaciones de acciones oncogénicas del gen myc, los efectos se originan por la
elevada presencia del gen normal en vez de la mutacién y pérdida de funcién. Esto es significativo
porque, en circunstancias normales de progresién del ciclo celular, parece como si el gen myc se
manifestara transitoriamente o estuviera presente en niveles en muy bajos, indicando asi que no es

normalmente activo, o que sus acciones son ejecutadas en cantidades limitadas de proteinas.

Por eso esta claro que el gen myc desempefia algun papel en la progresion tumoral, pero la pregunta
es: “;cudl es ese papel?”. La proteina myc celular normal es un factor de transcripcion del tipo “HLH
box”, estd localizada en el nucleo y (como ha sido demostrado por mutacion del dominio de union DNA

transforma las células como resultado de su interaccion con el ADN.

Presumiblemente por eso, sus acciones implican la activacién (o supresion) de la presencia del gen
“target” “downstream”. Un cuadro definidor de los factores de transcripcion de la familia “HLH box”
es que ellos forman “dimers” con el partner de las proteinas “HLH box” como parte de su mecanismo de
accion. El myc, ademads, es capaz de “to dimer” con otras proteinas partner. May es un partner
dimerizacion del producto génico myc normal y esta parceria es necesaria para el myc para ejecutar sus
funciones de transformacion. La deleccién de la dimerizacion dominio del myc bloquea la capacidad
para transformar células. Sin embargo, la situacion es complicada por el hecho de que max sea también

capaz de compartir con otras dos proteinas de la clase “HLH box”, Mad y Mxil. La formacion de estas
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parcerias lleva a la ocultacion de max y a la inhibicion de la parceria transcripcionalmente competente
myc/max. Mad y Mxil se encuentran en niveles elevados en células no proliferativas y por eso inihiben

la actividad myc.

Cuando las ceélulas son inducidas a la proliferacion, el nivel de Mad y Mxil declina y la parceria
Myc/Max profutiva puede formarse. Bajo este punto de vista, la acciobn de myc parece ser una
manifestacion de progreso a través del ciclo celular en vez de una causa.

Sin embargo, este esquema representa una explicacion para las acciones oncogénicas de la proteina
myc. Los niveles elevados de myc favorecen la inhibicion de max por secuerstro de los inhibidores a los
que se une, escapando, por eso, del control normal. EI myc representa un ejemplo excelente de relacion
entre la diseccion bioguimica convencional de los mecanismos de control ciclo celular y el abordage de

los oncogenes.

El facto del de que el myc es un oncogen implica que debe estar relacionado con el control del ciclo

2 e

celular de alguna manera, pero los “downstream” “targets” para la activacion myc/max y las sefiales
“upstream” que regulan las funciones myc estdn aun sin esclarecer. La evidencia reciente indica que un
aspecto posible de la actividad myc es la induccién de genes que estan implicados en el control del
tamafo de la célula — o0 mas estrictamente, del contenido proteico. La expresion forzada de myc en los
linfocitos B (como aconteceria en células que poseen un gen myc oncogénico) lleva a un aumento del

tamafio celular.

Ademés, el examen de los “targets” genéticos de la activacion myc revela que muchos de estos genes
que codifican proteinas, estan directa o indirectamente implicados en el metabolismo de la célulay en la

sintesis proteica, tales como factores de iniciacion de la traduccion y proteinas ribosémicas.

Las ciclinas (u otros genes) se quedan al el “final” de la cascada de sefiales pueden, en teoria, ser
objetivos claros para la activacion oncogenica. La ciclina D es la Gnica de tal diana que esta
habitualmente asociada con un fenotipo tumorigénico cuando se encuentra amplificada en ciertos tipos
de tumor y por eso se presenta en niveles mas elevados que el normal. En efecto, una reflexion posterior
sugerira que las ciclinas y otros componentes de la maquina del ciclo celular son, de hecho, dianas muy

pobres para conducir las células a través del ciclo celular una vez que sus funciones esenciales dependen
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de su apariencia ordenada y distruicién. Los cambios genéticos que alteran su aspecto pueden ser

previstos para tener consecuencias catastroficas para la viabilidad de la célula.

Alterando la funcion de un gene envolvido en cascadas de sefiales resulta en una capacidad para
liberar la proliferacion celular de las sefiales “upstream”, la produccion de sefiales proliferativas y una
célula que, en esencia, prolifera cuando sus contrapartes normales no. Esto se manifiesta en la capacidad
para transformar células (especialmente lineas de células estabelecidas), que es, en una primera
aproximacion, equivalente a la tumorigénesis. Mas aun, muchos oncogenes han sido identificados
debido a su intima implicacién en la formacion de tumores en animales experimentales o en los
humanos. Los oncogenes tienen, casi invariablemente, una de las cuatro funciones genéricas que
enumeramos: pueden se factores de crecimiento, receptores, elementos implicados en la transduccion de
sefiales citoplasmaticas o factores de transcripcion. Entonces, el proceso normal de control del ciclo
celular puede estar sometido a varios niveles diferentes. Es importante resaltar, sin embargo, que todos
los mecanismos de control del ciclo celular, susceptibles de transformacién oncogénica, se sitlan arriba

(upstream) del punto de restriccion.

El mecanismo exacto de transformacidn oncogénica depende enteramente de la funcion bioquimica de
la proteina en cuestion. Pero, hablando en términos generales, esto puede cambiar, sea para liberar
(desaclopar) la actividad de las proteinas de las sefiales upstream, o para prevenir la inhibicion de otras
proteinas celulares. En otras palabras, los oncogenes son esencialmente activos cuando no deberian

serlo.

Finalmente, es curioso contemplar el hecho de que todos los mecanismos de activacion oncogeénica
son, fundamentalmente, de origen genético: implican cambios de codificacién del propio gen, o
alteraciones en los elementos reguladores transcripcionales que influencian la expresion del gen. Esto
puede parecer obvio, pero tiene profundas consecuencias para nuestra comprension del control del ciclo

celular en las células malignas.

3.6 Genes supresores de tumor
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Hoy dia sabemos que los mecanismos de control del ciclo celular son, esencialmente “activos” en la
naturaleza. Esto quiere decir que el progreso a través del ciclo celular implica la activacion de una serie
de procesos bioquimicos secuenciales. Cada paso depende de la activacion previa, de un paso anterior,
llevando a la interaccion de un factor de crecimiento con un receptor de la superficie celular. Esta idea
ha sido reforzada por la accién de oncogenes que, en algin tipo de mutacion o alteracion de la

reqgulacién del gen, activa en diferentes niveles el mecanismo normal de control del ciclo celular. Esta

vision es una simplificacion muy elemental. Es necesario conocer la identidad v la actividad de los

genes cuyas acciones estan encaminadas a prevenir el progreso a través del ciclo celular, excepto cuando

existen ciertas condiciones. Estos genes, en virtud de sus actividades mas especificas, son los

denominados genes supresores de tumores.

La idea de la activacion oncogénica de un proto-oncogén, por mutacion o activacion génica,
preveria que los tumores que se forman de manera natural se originarian en la cinética de un estimulo
singular. Un solo evento, una mutacion o una insercion viral, es suficiente para inducir la formacion
de un tumor. Esto puede verse reforzado por la capacidad de que un Unico oncogén sea suficiente para
transformar lineas de células estables, tales como la 3T3. Esto lleva a prever si un individuo tiene
probabilidad de desarrollar un tumor en un periodo de tiempo equivalente a su prevision de vida. Sin
embargo, se sabe perfectamente que, bajo determinadas circunstancias, el proceso de tumorigénesis es
mas complejo y presenta una cinética derivada de multi-estimulos. Por ejemplo, esta claramente
determinado que, para muchos tipos comunes de cancer tales como los de mama, pulmén y colon, la
probabilidad de desarrollar un tumor aumenta con la edad. En casos en que la induccién del tumor
pueda ser atribuida a la accion de un carcinogenio genotéxico (dafio del ADN), tal como radiacion o
el humo de cigarrillo, hay una relacion entre la extension de la exposicion a un carcinogenio y la

probabilidad de que aparezca un tumor.

Evidentemente, no todos los individuos expuestos a un carcinogenio van a desarrollar tumores v,
ademas, suele haber un largo periodo de espera entre el tiempo de exposicion al carcinoma y la
formacion de un tumor. En general, este tipo de datos epidemioldgicos sugieren que para la formacion
de tumores es necesario que ocurran una serie de procesos no sélo un suceso singular. Este concepto se
ve reforzado por las conclusiones de estudios experimentales con oncogenes activados en vivo. Por
ejemplo, si un oncogén activado esta presente en todas las células de un tejido particular, la expectativa

anticipa que el tumor resultante puede ser multiclonal en origen, i.e. derivados de todas las células del
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tejido de donde el oncogén se ha manifestado. En la realidad, este tipo de experimentos da con

frecuencia un resultado diferente.

Los tumores que se originan en presencia de un oncogen activado suelen ser multiclonales en la
naturaleza (i.e. derivados de una célula fundadora singular) y se originan después de un periodo de
espera relativamente largo. Esto es reminiscencia de la cinética de la induccion tumoral por insercion
retroviral e indica claramente que otros eventos extrafios adicionales, quiza genéticos en la naturaleza,

tienen que acontecer antes de que un gen activado pueda inducir la formacion de un tumor.

Observando detenidamente esta situacion podriamos decir que la activacion de un proto-oncogén no
es suficiente para inducir la formacion de un tumor en un animal real y concreto y, por tanto, en esta
secuencia de sucesos deben existir otros mecanismos en las células normales que inhiben la formacion

de tumores por oncogenes activados.

La existencia de tales mecanismos puede ser inferida de estudios en cultivos de células. Entonces, si
una célula normal (digamos un linfocito o un macréfago) se funde con una célula maligna (supongamos
una célula transformada 3T3), la célula hibrida resultante, que contiene los genomas de ambas parejas,
se transforma en un comportamiento no maligno. EI genoma de la célula normal, por eso, parece
contener informacion genética que suprime, por algunos medios, la actividad transformadora del

genoma de la célula maligna.

Sin embargo, si tales celulas hibridas se mantienen durante un periodo de tiempo en cultivo, con
frecuencia se puede observar pérdidas de cromosomas y que la composicion genética de las hibridas

cambia con el tiempo.

Cuando esto acontece, el fenotipo maligno durmiente en las células hibridas puede estar
correlacionado con la pérdida de cromosomas especificos o regiones de cromosomas, derivados de
parientes no-malignos. Esto indica que la supresion del fenotipo maligno en la celula hibrida se debe a la
presencia de informacion genética en las células hibridas que se deriva de la célula parental normal. En
este tipo de experiencias el fenotipo transformado presenta caracteristicas genéticas recesivas. Este
resultado, visto desde la perspectiva de la accion del oncogén, es algo contra-intuitivo. Si analizamos los

resultados de un gran nimero de experimentos realizados con una amplia gama de pares malignos y no
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malignos en una gran variedad de especies y los consideramos en conjunto, pareceria que existirian
multiplas pero no muchas regiones del genoma que tienen la capacidad para suprimir la malignidad en
las células hibridas.

Esto indica que la capacidad para suprimir el fenotipo maligno en las células hibridas es propiedad de
un numero de genes relativamente pequefio y que suele conservarse en funcion de las especies.
Posteriores analisis indican que el fendbmeno de transformacion celular resulta de la colision de
productos génicos multiples y también es posible observar la capacidad de los oncogenes para
transformar en cultivo células pre-senescentes no estables. Es considerablemente dificil transformar
celulas primarias con la presencia de un Unico oncogén activado comparado con la relativa facilidad de
transformacion observada en las lineas celulares estables. Sin embargo, es posible transformar células
primarias con razonable eficiencia si se emplean pares de oncogenes. Al testar pares de oncogenes se

observa que caen en dos clases o grupos complementarios.

Para transformar una célula primaria se requiere un miembro de cada clase. En el primer grupo se
encuentran los “oncogenes inmortalizantes” que son los productos de los oncogenes virales del ADN
tales como SVAOLT , el adenovirus EL1A y el oncogén myc. En un segundo grupo estan los derivados de
los oncogenes de “sefializacion” clasica por mutacion de proto-oncogenes tales como Ras o Src. Este
hallazgo tiene dos implicaciones importantes. Primero, sugiere que la clase de oncogén inmortalizante
actia en vias bioquimicas separadas de aquellas que activan procesos de sefializacion mitogénica.
Segundo, esto implica que el proceso de establecimiento e inmortalizacion, que invariablemente implica
cambios cromosémicos e inestabilidad genética, puede estar mimetizado por la accion de oncogenes

inmortalizadores.

Tomadas conjuntamente, estas consideraciones son el resultado de la pérdida o supresién de alguna
actividad celular. Esta actividad puede ser suprimida por la accién de oncogenes inmortalizadores
derivados de virosis de ADN tumorigénicas, y, presumiblemente, es también inactivada por algunas
carencias en tumores que aparecen de forma natural. Todo este proceso descrito hasta ahora evidencia
claramente la existencia de algunos mecanismos bioquimicos que evitan que una célula se reproduzca

indefinidamente en presencia de una sefial mitogénica continua.
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Los datos nos hacen intuir que este mecanismo putativo esta, en cierta medida, relacionado con la
integridad del genoma y que puede ser inactivado o suprimido por desestabilizacién del genoma o
mutacién. Lo que es necesario, sin embargo, es tener una pista para identificar qué moléculas estan
implicadas en este proceso, mas que el conocimiento de lo que ellas puedan interactuar o ser reguladas

por la accion de genes virales de ADN tumorigénico.

Un posterior avance en la identificacion de estos productos genéticos viene del analisis de la base
molecular de determinadas mutaciones genéticas. Se trata de ciertas mutaciones que resultan de una
predisposicion heredada para formar tumores. Estas mutaciones exihiben una penetrancia muy elevada,
i.e. virtualmente cada individuo que hereda el gen mutado desarrollara un tumor.

En muchos casos los tumores aparecen en la infancia, lo cual contrasta con la dependencia de la edad
de la mayoria de los tumores de la poblacion humana. Finalmente, los individuos que
desafortunadamente heredan estas mutaciones, con frecuencia desarrollan tumores maultiples; esto

también se contrapone con la mayoria de los tumores que se forman de manera natural.

Dos ejemplos de tales tumores ilustran este punto. El retinoblastoma es un tumor relativamente raro
de la nifiez, del retinoblasto del ojo y presenta un cuadro claro de herencia mendeliana. Los individuos
que heredan el gen de susceptibilidad al retinoblastoma tienen tendencia a desarrollar retinoblastomas
maltiples y también muestran una muy elevada propensién a desarrollar otros tipos de tumor durante el

resto de su vida.

El sindrome de Li-Fraumeni es un sindrome de susceptibilidad de cancer heredado muy raro en el
cual los individuos que heredan la mutacion desarrollan maltiples tipos de tumores agresivos en la
infancia. En todos los casos el sindrome de susceptibilidad de cancer heredada esta asociado con
delecciones cromosémicas especificas, indicando que la base de la predisposicién heredada es la pérdida
de regiones particulares de informacion genética. Si  suponemos que un gen localizado en la zona de
falta de ADN esta relacionado con la inhibicion del proceso de formacion tumoral, esta consideracion
nos lleva a la hipotesis de doble estimulo la cual sugiere que, para que un tumor se forme, las dos copias

de un gen target deben ser inactivadas por mutacion.

Por lo tanto, en individuos normales, deben darse dos mutaciones inactivadoras, una en cada copia del

gen. Sin embargo, un individuo que hereda un gen que ya haya sufrido la mutacion de pérdida de
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funcidn requiere solamente una mutacion adicional singular en la otra copia del gen para que el tumor se
origine. Esto dard origen a una situacion en la que la formacién tumoral dependia de una lesion genética

singular, de ahi la explicacion inicial y la caracterizacion del fenotipo como altamente penetrante.

Esta hipotesis supone predecir que si el gen target puede ser identificado, una copia seria mutada en el
tejido normal y ambas copias serian mutadas en el tumor, lo que ya ha sido confirmado. Los sindromes
de retinoblastoma y Li-Fraumeni son excepcionales, pero son casos bien definidos de genes mutados
heredados que conducen a la formacidn de tumores. Esto sirve para cuestionarse en qué medida esta idea
es aplicable a la mayoria de los tumores en que no es posible discernir un cuadro obvio de herencia

mendeliana estricta.

Un examen detallado de clusters de tipos especificos de tumor dentro de familias ha llevado a la
identificacion de genes adicionales que confieren susceptibilidad a la formacidn de tipos especificos de
tumor; Dos ejemplos son BRCA1 y BRCAZ2 (para el cancer de mama asociado); estos son genes que se
encuentran mutados en cerca del 5% de mujeres con cancer de mama precoz. Parece probable que las
mutaciones de estos genes no sean completamente determinantes (i.e. ni todos los individuos que
heredan la mutacién desarrollaran un tumor) y que, ciertamente, estos dos genes solos no pueden contar
para la mayoria de los tumores de mama que ocurren en la poblacion, implicando que otros genes

permanezcan por identificar.

No obstante, sirve para ilustrar el supuesto de que las mutaciones inactivantes en un conjunto crucial
de genes diana pueden ser las responsables de la mayoria, sino de todos, los tumores que surgen de
manera natural. Considerando toda la evidencia precedente en conjunto, nos conduce a la idea de que
hay actividades dentro de la célula que deben ser inactivadas por algunos medios para que una célula se

reproduzca indefinidamente. Estas deben estar codificadas por genes supresores de tumores.

Existen dos vias practicas para la identificacion de los genes supresores de tumores que se deducen de
la evidencia acumulada. La primera seria para identificar los componentes celulares que interactdan con
productos génicos virales del ADN tumorigénico, y el segundo seria clonar genes que son delectados, o
mutados, en sindromes de susceptibilidad de céanceres heredados. Es muy gratificante verificar que

ambas vias convergen en los mismos productos génicos.
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Esto confirma la sospecha de que hay un numero relativamente bajo de productos génicos con

funciones supresoras de tumores.

3.7 Gen retinoblastoma (RB)

El gen diana (llamado Rb), que estd apaciguado en individuos con susceptibilidad heredada de
retinoblastoma, ha sido aislado por métodos de clonacion “pesitional” (?), que en muchos casos de
retinoblastoma implica delecciones cromosémicas de pequefias regiones. Se ha confirmado rapidamente
que este gen era, asimismo, responsable de todos los casos examinados de retinoblastoma heredado y
gracias a esta informacién crucial, las previsiones basicas de la hipétesis del doble estimulo pudieron ser
confirmadas. Los individuos de riesgo heredaron una copia mutada singular del gen, y tumores
derivados de estos individuos tenian mutaciones inactivadoras o delecciones en ambas copias del gen.
Mas aln, la introduccion de un gen Rb salvaje en células tumorales derivadas de pacientes con
retinoblastoma ha sido capaz de restaurar el crecimiento normal. Finalmente, se ha verificado que el gen
Rb estaba mutado en una variedad de tumores adultos espontaneos, indicando que podria estar

relacionado con otra gama de tumores a parte del retinoblastoma.

El gen Rb codifica una fosfoproteina localizada en el nicleo de masa molecular 110kda. El producto
génico Rb forma un complejo con las proteinas oncogénicas virales de ADN SV40LT, E1A, HPVEG en
células infectadas viralmente. El sitio de interaccion con las oncoproteinas virales ADN es el domino
que ha resultado ser el punto mutado en algunos mutantes de inactivacion del gen Rb. Esto implica que
esta region de la proteina Rb puede ser significativa para sus funciones supresoras de tumor vy el
proposito de la asociacion entre los productos génicos virales y el “pocket domain” puede ser para
inactivar, o inhibir, la asociacion del Rb con las proteinas celulares normales. Esto llama la atencion de

la identidad de los componentes celulares que interactdan con Rb.

Un cierto nimero de proteinas interactuando con Rb han sido identificadas por diferentes vias. Un
partner importante es el factor de transcripcién, E2F, una familia multigénica de proteinas, que, en
asociacion con un factor DB partner de heterodimerizacién puede activar la expresién de un cierto
numero de genes implicados en el mecanismo de la sistesis del ADN, tales como la dehidrofolato
redutase, el antigenio nuclear celular proliferante (PCNA — antigeno nuclear de proliferacion celular sub

unidad de la polimerasis de ADN v, significativamente, el gen ciclina E. Esto indica que el E2F
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participa en la coordinacién del comienzo de la fase S por activacion transcripcional de la maquinaria de
sintesis del ADN vy de la activacion de la actividad de la CDK la fase-S. Mé&s consistente aln con esta
idea es la presencia forzada prematura. ¢Cudl es la funcion del complejo E2F/Rb El E2F se liga al Rb
via “pocket domain” y es, por eso, presumiblemente liberado en presencia de oncoproteinas virales
ADN. Esto sugiere que el complejo E2F/Rb actGa para suprimir la transcripcion de los promotores
dependientes de E2F y que, para que la fase S ocurra, esta supresion debe atenuarse. La interaccion de
Rb con E2F bloquea la llamada activacion del “domain de E2F), que es necesaria para la activacion de
dependiente de E2F de los promotores “downstream”. El E2F, en efecto, atrapa la proteina Rb a los
promotores dependientes de E2F en forma de un complejo transcripcionalmente silencioso. La
supresion de la transcripcién es posteriormente facilitada por el reclutamiento de la histona deacetilase
en el complejo via asociacion con Rb. Esto sucede en el “assembly” del nucleosoma en las cercanias de

los promotores dependientes de E2F y la supresion de la posicion especifica de la transcripcion.

El complejo entre Rb y E2F debe por eso ser disociado o inactivado de alguna manera para que la
actividad de E2F se manifieste y la fase S pueda proseguir. Esto, a su vez, indica que la funcién Rb
debe ser controlada por alguna forma de mecanismo regulador dependiente del ciclo celular. Un examen
mas pormenorizado de la proteina en poblaciones celulares sincronas revela que, inmediatamente antes
del comienzo de la fase S, ésta es fosforilada en un cierto nimero de sitios, incluyendo el “pocket
domain”. Esta fosforilacion es mediada por el complejo ciclina D/CDK vy resulta en la activacion de la
actividad de E2F presumiblemente por disociacion del complejo represor E2F/Rb. En esencia, el Rb
actua para bloquear el programa de expresion génica necesario para el comienzo de la fase S, por
represion transcripcional de los promotores dependientes de E2F. Esta actividad inhibitoria puede ser
atenuada por mutacion y pérdida de la funcion de Rb, en asociacion con oncogenes virales ADN, o en el
curso del progreso del ciclo celular normal, por fosforilacion o por activacion de los complejos CDK
activos. En este contexto, la Rb parece una “puerta” y el final de la fase G1 e impide el progreso a
través del ciclo celular excepto si se abre por la actividad de las CDK/ciclinas. El bloqueo de la

actividad de Rb, por eso, desplaza una barrera para progresar a través del ciclo celular.

Aunque este razonamiento nos dé una explicacion persuasiva para saber como puede resultar la
deleccién del gen Rb en la propension para formar tumores, esta claro que hay aspectos de la funcion
E2F/Rb que quedan sin ser comprendidos. La ablacion genética de E2F puede ser prevista y tener

consecuencias fatales en funcion de su papel en la entrada en la fase S. De hecho, los ratones con esta
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ablacion son viables y feértiles, pero presentan una probabilidad aumentada de desarrollar tumores en la
fase tardia de la vida. Basandonos en estas observaciones, el E2F pareceria paraddjico que nos mostrara
las propiedades esperadas de un gen supresor de un tumor. Esto puede reflejar la accién de otros
miembros de la familia E2F en los ciclos celulares “normales”, 0 que el papel de E2F se manifieste
solamente bajo condiciones celulares especificas. Ademas, los ratones que son genéticamente
deficientes en Rb de hecho mueren durante la gestacion como resultado de la dramatica muerte celular
en los sistemas nervioso y hematopoiético. Esto indica que, como con E2F, la funcién Rb no es
aparentemente necesaria en cada ciclo celular y, Rb puede tener otras funciones en el desarrollo y

diferenciacion via asociacion con proteinas no-E2F.

3.8 p53

El segundo ejemplo que debemos examinar es un gen supresor de tumor, que debemos examinar es el
p53, denominado asi en base a su descubrimiento como una proteina celular normal de masa molecular
53 KDa, fuertemente asociada con el producto oncogénico viral de ADN SV40LT.

Consecuentemente también se ha encontrado que interactia con los oncogenes virales ADN
codificados por las virosis del papiloma humano. En base a estos conocimientos, el p53 podria ser
considerado un candidato a gen supresor de tumor. Esto ha sido firmemente establecido cuando fue
descubierto que el sindrome Li-Fraumeni pues resultaba de la herencia de una mutacion del gen p53.
Ademas, la mutacion del gen p53 (sea por delecciones, o mutaciones puntuales) es un cuadro
extremadamente frecuente de muchos (pero no todos) los tumores que se forman naturalmente. Mas aun,
hasta en un 85% de los canceres de mama, pulmén y colon se han reconocido mutaciones del gen p53.
Finalmente, los ratones que son genéticamente deficientes en el p53 presentan una mayor propension
para desarrollar tumores, especialmente en respuesta a agresiones genotdxicas, tales como carcinogenios
guimicos, radiacién ionizante. Vista en conjunto, esta informacién evidencia claramente que la funcion
p53 normal actiia como “protectora” contra la formacion tumoral, pero su actividad no es probablemente

necesaria para todos los ciclos celulares. Interesa, entonces, saber cual es la funcion de p53.

La presencia forzada de la proteina salvaje p53 en las células lleva al ciclo celular a detenerse
antes de fase S y eventualmente a la muerte celular. Es, por eso, una proteina cuyas funciones
normales son de parar la proliferacion celular y de la muerte celular. Es, por eso, importante saber
como el p53 ejecuta esta funcion. La p53 salvaje es una proteina localizada en el nucleo encontrada

en forma de tetramero. Puede considerarse que comprende tres dominio funcionales. La region C-
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terminal es necesaria para la oligomerizacion de la proteina y se liga preferentemente a la hebra Unica
de ADN o a las terminales del ADN. EI dominio central participa en la secuencia especifica de
reconocimiento del ADN vy su afinidad para el ADN es modulada por la fosforilacién de, o unién del
ADN con, el C-terminal dominio (carboxilo terminal). Finalmente, la region N-terminal de p53
interactGa con otras proteinas celulares requeridas para la activacion transcripcional y es otro objetivo

de los eventos de fosforilacion reguladores.

Sobre esta base consideramos que el p53 es un factor de transcripcion de unidn a una secuencia
especifica del ADN cuya actividad es facilitada por la asociacion con fragmentos de hebra Unica de
ADN y acompafiantes celulares. Méas ain, muchas mutaciones de p53 que ocurren de forma natural,
inhiben la ligazén de ADN por medios directos o indirectos y la oncoproteina SV40LT bloquea el
“DNA-binding domain del p53”. Las funciones de supresion del ciclo celular del p53 deben, por eso,
resultar de su capacidad para regular la transcripcion genética. Interesa, pues, saber como actua el p53

en el papel de gen supresor de tumor.

Quiza, no sorprendentemente, desde el punto de vista de sus funciones bioldgicas, la presencia de
p53 es muy baja en tejidos normales debido, entre otras cosas, a un recambio muy elevado de la
proteina en condiciones normales. De hecho, en muchos casos, la proteina p53 es solamente detectada
en celulas que proliferan muy rapidamente (i.e.tienen una elevada proporcion de poblacion en la fase
S), 0 en células normales en donde un pico transitorio de aparicion es detectado en el comienzo de la
fase S. Sin embargo, los niveles de p53 en la célula son draméaticamente elevados en respuesta a los
tratamientos que producen lesion del ADN, tales como exposicion a radiaciones ionizantes,
carcinogenios genotoxicos, Yy, quiza desgraciadamente, agentes quimioterapéuticos dafiinos para el

ADN del cancer como la adriomicina.

Este hallazgo prevé una clave vital pues sugiere que p53 actue como “el guardian del genoma” —
en otras palabras, p53 es un gen que es inducido en respuesta al dafio del ADN y actua para bloquear
la progresion del ciclo celular. Bajo estas circunstancias, las células con dafio gendmico no pueden
dividirse y la accién de p53 suprime la acumulacién de reajustes cromosémicos y futuras mutaciones.
Si se repara el dafio del ADN los niveles de p53 caen y progresan de modo que el ciclo celular

prosigue. Si el dafio de ADN no es reparado, el p53 eventualmente actda para matar la célula. En

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 58 1 279



otras palabras, el p53 es un mecanismo central que controla la integridad del genoma en cada célula y
actlia para evitar que la célula contenga reajustes en posteriores reproducciones.

De esto se deriva que una pérdida de la funcion de p53 debe llevar a la inestabilidad del genoma
y a la acumulacion de mutaciones. Debemos prestar atencion a que éste es uno de los puntos clave de

las lineas de células estables, como base de muchos tipos de activacion de proto-oncogenes.

El p53 es, por eso, un factor de transcripcion que tiene capacidad para detener el progreso del ciclo
celular cuando esta presente en niveles apropiados en células con el ADN dafiado. Esta inhibicion del
progreso del ciclo celular (y muerte celular) puede estar mediatizada por genes “farget” para
transactivacion de p53. Se ha invertido un esfuerzo considerable en la identificacion de genes cuya
transcripcion es regulada por el p53. Un “farget” para la induccion del p53 es una proteina llamada
GADDA45. GADDA45 que se liga al PCNA (proliferating cell nuclear antigen), que es inducida por

E2F, una subunidad reguladora del complejo de polimerasis de ADN.

La asociacién de GADDA45 con PCNA tiene la propiedad interesante de bloquear la actividad de la
polimerasis de ADN en la replicacion del ADN, pero no en la reparacion. En teoria, el efecto de la
presencia de GADD45 debe, por eso, servir para parar la replicacion del ADN pero no para su
reparacion. Dentro de los productos génicos p53 —inducibles més significativos esta el p21(también
conocida como Wafl), que parece ser el agente responsable de muchos efectos de la manifestacion del
p53 sobre el progreso del ciclo celular. La expresion forzada del p21 en una célula proliferativa induce
una parada del progreso del ciclo celular que es muy similar a la inducida por p53. La proteina p21 es
un inhibidor CDK que bloquea la actividad de las ciclinas/CDK, ligandose al complejo ciclina/CDK
de una manera que bloquea el dominio de activacion del CDK. El resultado inmediato de la accién de
p21 es bloguear la fosforilacion del complejo E2F/Rb, cuyo efecto cierra la puerta de entrada en la
fase S, y bloquea el complejo ciclina E/CDK, por eso también bloquea la organizacion de las

funciones de la fase S.

Los efectos biologicos de p53 son mediados por asociacion con otras proteinas celulares que se
asocian con el dominio de activacion del N-terminal. Como ya se ha mencionado anteriormente, el
p53 se asocia con el antigenio SV40LT en las células infectadas por el virus, pero también se ha
encontrado que p53 se liga a otras dos oncoproteinas virales de ADN. El adenovirus E1A se liga al

“domain” N-terminal de transactivacion de p53, desactivando, por eso, las funciones de activacion
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transcripcional de p53, y el gen E6 del papilomavirus humano puede también ligarse con p53,
promoviendo su degradacion. Por analogia con la asociacion de oncoproteinas virales con Rb, antes
descritas, se puede presumir que la funcién de las proteinas virales es generalmente para desactivar la
actividad de p53.

En este caso, presumiblemente para promover el proceso de replicacion del ADN viral durante el
ciclo infeccioso. Del mismo modo puede suceder también que las proteinas virales compitan en la
ligazdn con las proteinas celulares normales. Estudios in vitro han revelado que un cierto nimero de
proteinas se ligan a p53. Estas incluyen helicasis de ARN y elementos del aparato transcripcional
basal. Sin embargo, un potencial partner significativo del p53 es la proteina MDM2 (mouse double
minute). Esta ha sido originariamente identificada en sarcomas murinos como un oncogén putativo
activado por amplificacion génica. La proteina MDM2 se liga al “domain” de transactivacion del N-
terminal de p53 y bloquea sus funciones biologicas. La activacion de la proteina MDM2 por
amplificacion génica sugiere gue ésta ejerce sus acciones por secuestro la proteina p53 biol6gicamente
activa, simulando por eso la p53, desactivando mutaciones. Ademas, la MDM2 es también un
“target” para la induccién del gen p53, sugiriendo la existencia de alguna forma de loop feedback
inhibidor, por induccion de p53, debido a la presencia de MDM2 que revierte el control inhibidor

ejercido por p53.

La MDM2 puede también estar implicada en la modulacion de funciones de p53 bajo condiciones
fisiolégicas normales, una vez que los ratones deficientes en MDM2 mueren rapidamente después de
criarse el modo dependiente del p53.

Esto sugiere que una funcién de MDM2 es para neutralizar un efecto toxico potencial de p53 en el

desarrollo embrionario.

El modelo global para la accién de p53 por eso, sugiere que la funcién de transactivacion sea
activada con la exposicion sobre la hebra Unica de ADN, o las terminales del ADN. Esta situacion
puede darse tanto durante la estimulacién de la replicacion en el esquema de sintesis del ADN
programada como por un resultado de lesion no programada del ADN. La activacion de p53 ocurre via
dos mecanismos: el primero es la estabilizacion de la proteina debido a que se atenda el efecto de la

destruccion de p53 mediada por MDM; el segundo, es también evidente que la funcién de p53
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requiere fosforilacion y que las pruebas recientes asi lo indican ya que esto ocurre via activacion de

proteinas quinasis que son reclutadas para regiones de ADN dafiado.

Pudiera ser que estas quinasis también tuviesen una funcion genética supresora de tumor, una vez
que la incapacidad para fosforilar p53 provocaria una pérdida de la funcion de p53. Por consiguiente,
podemos afiadir que un cierto numero de genes supresores de tumores, tales como BRCAL, CHK1y
ATM, participan en la via llevando a la fosforilacion de p53. Finalmente, los dos mecanismos
concurren en que la fosforilacion de la region N-terminal de p53 bloquea la asociacion con MDM.
Como consecuencia de la activacion p53, un cierto numero de genes “farget” downstream;
incluyendo p21 y GADDA45, son activados transcripcionalmente. La actividad colectiva de estos genes
participa en la detencion del progreso a través del ciclo celular. Cuando la reparacion del ADN esta
completada, la degradacion de p53 aumenta, los niveles de la proteina p53 caen y progresan a través
del ciclo celular que recomienza. La proteina p53 puede, por eso, considerarse como un ejemplo de
una proteina implicada en puntos de control del ciclo celular, cuya funcion primordial es suprimir el

control del ciclo celular en fases criticas y prevenir la propagacion de las células con lesién del ADN.

Se puede interpretar, por tanto, que p53 en cuanto que no es necesaria para el progreso de la célula,
debe estar intimamente relacionada con el engranaje del ciclo celular. Una consecuencia a largo plazo
de la inhibicion de la funcion de p53 es la acumulacion de alteraciones gendmicas, incluyendo
mutaciones y reajustes que llevan a la activacion del oncogén. Los medios por los cuales p53 consigne
la detencién del ciclo celular estdn por explorar, via p21, la maquinaria del ciclo celular central

ciclina/CDK e, indirectamente, las acciones de otro gen supresor de tumor, Rb.

3.9 Inhibidores CDK

El inhibidor CDK inducido por la p53 es un miembro de una familia més grande de proteinas con
funciones de inhibicion de CDK. Todos los inhibidores CDK causan la detencion de G1 cuando su
presencia es muy elevada en células transfectados. Esto es, en efecto, una version forzada de
senescencia prematura. Podemos decir que la pérdida de la funcién inhibidora CDK también previene
de que las células entren en senescencia y se vuelvan susceptibles de transformacion ante un estimulo

unico, por oncogenes activados.
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La perdida de la funcion inhibidora CDK por mutacion, o inhibicion, por oncogenes virales del
ADN es por tanto un evento bioquimico de gran relevancia para el fendmeno de estabilizacion de la
celula. La induccion de la funcion inhibidora del CDK también provee la base para la detencion del
crecimiento reversible inducida por la familia TGFB (factor transformante beta). Deberia, pues, estar
previsto que esta clase de proteinas presentarian una funcion supresora de tumor. Ademas, el blogueo,
directo o indirecto, de las vias inhibidoras de CDK prueba ser un tema central en la actividad de los
genes supresores de tumor. La proteina p21 es el miembro prototipo de la familia Kip de los
inhibidores CDK cuyos otros miembros son p27 y p57. La diferencia entre estos inhibidores reside en
la especificidad de los miembros de la familia CDK que son inhibidos por p57 y p27, ya que
presentan inhibicion CDK de amplio espectro, mientras que la inhibicion de p21 esta restringida al
complejo CDK4/ciclina D de la fase G1.

Podemos mencionar que existen pruebas evidentes de que la actividad de p27 juega un papel
normal en el control del ciclo celular. Los niveles de la proteina p27 se mantienen elevados en las
células quiescentes pero bajan cuando das células son estimuladas para progresar a través del ciclo
celular. Los ratones que son genéticamente deficientes en p27 son mas grandes que sus contrapartes
normales como resultado de un nimero aumentado de células en cada drgano, indicando que la
actividad de p27 esta relacionada con la regulacion de la masa de tejido en el desarrollo normal. La
p27 posee todos los indicadores de un gen supresor de tumor clasico, una vez que los ratones

deficientes en p27 son también susceptibles a la produccion de tumores en la pituitaria.

La segunda familia de inhibidores CDK son la familia inK4, p16, p18 y p19; estos son inhibidores
especificos de las quinasis CDK4 y CDKG6 dependientes de las ciclinas en la fase G1, que realizan
funciones esenciales en la regulacion de la funcion de Rb. EIl p16 inK4A es un gen frecuentemente
mutado en muchos tipos de tumores humanos y debe mantenerse en una posicion junto con la p53
como un “target” primordial para mutaciones en el cancer humano. Es poco frecuente que el gen p16
pueda ser traducido en dos estructuras de lectura alternativa para producir dos productos génicos
diferentes: la proteina p16 inhibidora de CDK y una segunda proteina pl9 ARF, una estructura
proteica de lectura alternativa que también bloquea la proliferacion celular. La p19ARF actla
directamente en la funcion de p53 via inhibicién de la accibn de MDM2 con la consiguiente

activacion de las funciones de detencion del crecimiento de p53.
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El andlisis genético de la malignidad ha revelado la existencia de vias adicionales que regulan la
progresion del ciclo celular que se manifiestan de dos formas. Una es el bloqueo de la entrada en la fase
S, como el ejemplificado por la actividad de la proteina Rb. Este bloqueo debe ser atenuado para
facilitar el progreso en la fase Sy su transcurso por el resto del ciclo celular. La segunda es la existencia
de puntos de control que, aunque no son esenciales para la progresion a través del ciclo celular, tienen la
capacidad de bloquear el proceso de lesion del ADN.

Ambos caminos centran su accion sobre la supresion de las vias CDK del engranaje del ciclo

celular.

La mayoria de las malignidades implican, directa o indirectamente la desactivacion de las vias
bioquimicas que inhiben la actividad de las CDKs. La funcion de los oncogenes activados de
promover la proliferacion celular indefinida solamente puede ser revelada cuando estas vias han sido
desactivadas. Esto cria una base mecanicista para la comprension de la necesidad de mutaciones

multiples para que se produzca el proceso de la malignidad.

El andlisis de la funcion del gen supresor de tumor también ha revelado una conexion intima con los
procesos que conducen a la activacion de proto-oncogenes por mutacion o reajuste del genoma. Esto es
debido al hecho de que todo el proceso esta regulado por mecanismos de control de checkpoints, como
el ejemplificado por la proteina p53. Estos mecanismos bloquean el progreso del ciclo celular cuando la
lesion del ADN se produce en la via del inhibidor de CDK vy en la intervencion directa en el mecanismo
de replicacién del ADN. La substitucion de los controles de los checkpoints permite la desestabilizacion
de la integridad genética y promueve la propagacion de mutaciones y de reajustes del genoma; esto lleva
inevitablemente a la activacion del proto-oncogén y promocion del crecimiento celular progresivo en

forma de tumor.

Esto nos proporciona una vision unificadora de los objetivos genéticos que debe ser modificada en el
proceso de formacién tumoral. EIl primero, son los componentes de la maquinaria de sefializacion del
punto de pre-restriccion. El segundo, son componentes relacionados con la sensibilizacion y reparacion
del ADN dafiado; y el tercero, control de las actividades de CDKSs que organizan la secuenciacion de los

pasos principales del engranaje del ciclo celular.
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CAPITULO IV

4. ALTERACIONES GENETICAS EN LA CELULA
CANCEROSA

4.1 Consideraciones generales

Se considera que el cancer colorectal se desarrolla en el seguimiento de la adquisicion de multiples
cambios genéticos. La manutencion de las especies (y de un individuo), necesita que la replicacion del
DNA sea muy rigurosa. La informacion del DNA debe ser rigurosamente copiada y transmitida a cada
una de las células hijas. EI DNA de las células cancerosas es ldgicamente diferente del DNA de las
células normales. De esta forma, la carcinogénesis implica la existencia considerable de errores en la
duplicacién de DNA, déficits en la reparacion del DNA vy alteraciones en los productos de segregacion

de los cromosomas.

En las células normales, la replicacion del DNA vy la particion de los cromosomas son procesos
extraordinariamente rigurosos. En el ciclo de cada division, cada célula hija recibe un conjunto completo
y exacto de informacién genética. Cada celula parental duplica su genoma, conteniendo
aproximadamente 6x10 nucledtidos y entonces divide el DNA igualmente entre las dos nuevas células
hijas generadas. La fidelidad de esta transferencia es precisa tanto en las células germinales, como en las

células somaticas normales. Los errores en estos procesos provocan mutaciones.

En las ceélulas germinales, son necesarias algunas mutaciones para permitir que las especies se
adapten a los cambios ambientales. Las células somaticas pueden ser capaces de tolerar la produccion de
gran ndmero de mutaciones, porque estas mutaciones no pasan para generaciones posteriores vy,

entonces, no se acumularian como genes recesivos de la especie.

Sin embargo, cuando estas mutaciones somaticas aparecen, causan enfermedades que acorta la vida

de los individuos. En los humanos, el cancer es la mas destacable de estas enfermedades. Entre las
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mutaciones andmalas que se dan en las células normales y el gran nimero de mutaciones que se dan en
una gran variedad de canceres hay una diferencia que se traduce como la variacion entre un fenotipo
normal de una célula en un cierto tejido y el fenotipo mutante de esa célula (1). Este concepto ha
evolucionado con el transcurso del tiempo gracias a la posibilidad de conocer y comprender los

mecanismos del proceso carcinogénico a nivel molecular. (1,2,3y 4).

Hay multiples transacciones sintéticas del DNA que podrian ser alteradas en las células normales y
generar un fenotipo mutante; éstas incluyen tanto errores en la sintesis del DNA como reparacion
inadecuada del DNA lesionado. En este punto, podemos definir una mutacion como cualquier cambio en

la secuencia de nucleotidos del DNA celular.

Los errores en la sintesis del DNA son generados por mala incorporacién de los nucle6tidos porque
las mutaciones son producidas cuando el nimero de estos nucleétidos mal incorporados excede la
capacidad de las células para escindirse y reparar las lesiones ocasionadas. El dafio producido en el
DNA es generado por moléculas reactivas en las células por procesos metabolicos normales, asi como
por agentes ambientales exdgenos. Las células desarrollan mecanismos mdaltiples para la escision y
reparacion del DNA dafiado.

Hay ocasiones en que la cantidad lesionada en el DNA puede exceder la capacidad restauradora de la
célula y las lesiones residuales no reparadas pueden ser una fuente dominante de mutaciones durante la

replicacion del DNA.

Las mutaciones somaticas pueden también resultar de errores en la particién de los cromosomas
durante la division celular. Las desigualdades en la particion cromosomica resultan en aneuploidia, un
cambio en el nimero de cromosomas, que es uno de los distintivos mas comunes de las células

cancerosas.

Considerando la excepcionalidad de las mutaciones en las celulas normales y el gran nimero de
mutaciones observadas en los canceres humanos se piensa que la tasa de mutaciones espontaneas en las
células normales no es suficiente para el nimero total de mutaciones encontrados en los canceres
humanos (1). Las células cancerosas podemos decir que muestran un fenotipo mutante. Este fenotipo es

el resultado de las mutaciones en los genes que funcionan en el mantenimiento de la estabilidad
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gendmica (1). La progresion tumoral se asocia a un aumento en las tasas de mutacion y en la evolucion

genética de las células cancerosas (1).

La multiplicidad de aberraciones cromosémicas encontradas en muchos tumores humanos ha sido
descubierta por los patologistas desde hace mas de cien afos y ha servido para identificar las células

malignas y para estratificar la agresividad de ciertos canceres (5).

Las aberraciones cromosémicas incluyen translocaciones, amplificaciones de los genes,
delecciones e inserciones; éstas pueden ser clasificadas como mutaciones que implican el
reposicionamento, adicion, u omision de millones de nucleétidos. Un gran nimero de estas alteraciones,
en ciertos canceres, conjuntamente con la heterogeneidad morfoldgica y fisioldgica de las células
cancerosas y tumores individuales, fueron importantes observaciones que sustentan el concepto del

fenotipo mutante en el cancer.

Inicialmente se habia propuesto que las mutaciones mdultiples encontradas en las células
tumorales resultarian de mutaciones en genes que garantizarian la fidelidad de la sintesis del DNA, o la

adecuada reparacion del mismo. (1).

Los individuos con enfermedades heredadas andmalas, como por ejemplo, la xeroderma pigmentosum
(7), o la ataxia telangiectasica (8) presentan una elevada incidencia de ciertos tumores y las células de
estos individuos muestran una supervivencia disminuida con la exposicién de los mismos agentes que
causan canceres en estos individuos. A pesar de la presencia de multiples “zonas calientes” el dafo del
DNA es primariamente un proceso ocasional; si la lesion no es reparada, ésta puede servir como un
potente origen de mutaciones. En determinados casos, estas mutaciones pueden darse en genes
requeridos para la manutencion de la estabilidad genética. Las mutaciones en los genes responsables de
la estabilidad genética pueden producir mutaciones adicionales en cualquier parte del genoma,

implicando la aparicion de una serie de mutaciones consecutivas cuando el cancer se desarrolla.
En 1976, Nowell propuso que un fenotipo mutante en el cancer es el resultado de ciclos repetitivos de

seleccion clonal en el que las mutaciones de una Unica célula llevan a una ventaja de crecimiento

selectivo, permitiendo que su progenia prolifere y multiplique su poblacién celular (9).
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La progresion tumoral resulta de la proliferacion secuencial de las lineas celulares més agresivas.

Los sucesivos ciclos de expansion clonal conducen la progresion tumoral y son el resultado de
multiples mutaciones. Parece probable que ambos mecanismos (acumulacion de mutaciones y seleccion
clonal) contribuyan a las mutaciones multiples encontradas en el cancer, pero sorprendentemente, los

dos mecanismos pueden actuar sinergisticamente (9), o sea, pueden estar intimamente ligados.

4.2 Mutaciones en las células somaticas humanas

Las células humanas normales replican el DNA rigurosamente cada vez que se dividen. La tasa global
de mutacion en las células humanas somaticas ha sido valorada en 1,4x10 nucle6tidos/célula/division, o
2,0x10 mutaciones/gen/célula/division (10). Considerando que cada célula contiene ~ 70.000 genes, se
calcula que cada célula acumula un gen mutante a lo largo de la duracion de la vida de un individuo (3).
Sin embargo, todavia hay falta de informacion en las tasas de mutacion de las células somaticas en
diferentes tejidos y en diferentes especies mamiferas. Es probable que las tasas de mutacién somaética en
las células humanas sean mas bajas que en los roedores y esto puede contribuir a la resistencia de las
células humanas para la transformacion in vitro (11,12). Si esta disparidad entre humanos y roedores se
manifiesta en las células precursoras de cancer, eso sugiere que el de test carcinogenio de en los
roedores no es el modelo mas adecuado para la susceptibilidad humana, aunque sea el ejemplar méas

disponible.

Un gran cuerpo de evidencia indica que muchos tumores se originan en una, o algunas cé€lulas “stem”.
Estas células tienen una plasticidad destacable, permitiéndoles diferenciarse en una gran variedad de
tipos celulares, incluyendo las que son malignas. Asumiendo como base que el rigor de la replicacion
del DNA en las células “stem” es similar al de las células somaticas humanas, se sabe que cada célula
“stem” acumula uno o dos genes mutantes, asumiendo 100 divisiones celulares durante un periodo de
vida humana; (13). Segun estudios de distribucion de probabilidades, existirian algunas “stem cells” que
contendrian 12 mutaciones. La curva de crecimiento exponencial del cancer como una funcion de la
edad sugiere que hay entre seis y doce eventos causantes del cancer (14,15), cada uno de los cuales tiene
su tasa limite para la progresion tumoral. Si se asume que estos eventos de tasas de limitacion son
mutaciones, entonces se puede suponer que las tasas normales de mutacién pueden ser tomadas en

consideracion para el aumento de la edad en el cancer.
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Cada una de estas mutaciones tendria de ofrecer una ventaja de crecimiento selectivo, mismo si ello
ocurriese en un alelo singular. Por consiguiente, si orientamos nuestro analisis para genes que han
mostrado estar asociados con canceres humanos (unos 100 genes conocidos, oncogenes y genes
supresores de tumores), entonces las tasas normales de mutacién producirian solamente dos o tres
mutaciones en los genes asociados al cancer. (16)

En cualquier caso, la tasa de mutacion en las células normales no puede estar relacionada con los

millares de mutaciones que se encuentran en las células cancerosas humanas.

4.3 Mutaciones multiples en los tumores humanos

Historicamente, las observaciones citoldgicas de variaciones en el nimero de cromosomas y su
integridad en los canceres siempre implicaron que éstos contienen mutaciones mdaltiples. En raras

ocasiones se encuentran aberraciones cromosomicas especificas diagnosticadas.

Los métodos citogenéticos mas recientes, que son los méas informativos, y se encuentran actualmente
en desarrollo, pueden evidenciar ejemplos adicionales de anomalias cromosomicas especificas de
tumores. Sin embargo, la mayoria de las anomalias cromosomicas no son especificas de tumor, pero, por
otro lado, pueden indicar la existencia de manifestaciones de inestabilidad subyacente en las células

cancerosas.

4.4 Inestabilidad cromosémica

Las aberraciones cromosomicas en las células cancerosas han sido reconocidas como un indicio
de cancer y para valorar los tumores con vistas a la prediccion del prondstico.

Con el aumento de nuestra capacidad para caracterizar los cromosomas a nivel molecular, hay
cada vez mas articulos de investigacion sobre alteraciones cromosomicas multiples en diferentes

tumores. Existen dos técnicas que son particularmente ilustrativas:
4.4.1 Hibridacién genébmica comparativa
Mide las diferencias en la hibridacion entre los fragmentos marcados con fluorescentes de DNA

tumoral y normal utilizando cromosomas en metafasis como un patibulo. Una gran variedad de tumores

han presentado cambios en el nimero de copias de DNA (17). Por ejemplo, algunos canceres de mama
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muestran hasta quince cambios en el numero de copias de DNA (18), y un nimero ain mayor ha sido
observado en canceres ovaricos de alto grado (19). Igualmente, en tumores benignos como los
leyomiomas (20) aparecen cambios en el nimero de copias de DNA.

La hibridacion gendmica comparativa puede detectar delecciones o amplificaciones solamente si éstas
son de 1-10 megabases (21); presumiblemente, con el desarrollo de técnicas mas sensibles, se podré
detectar un mayor nimero de cambios en los canceres. Estos estudios son efectuados usando el DNA
conjunto y por eso los Unicos cambios observados son los que ocurren en la mayoria de la poblacion. Sin
embargo, una estrategia basada en el PCR para la amplificacién global del DNA en una célula Unica
evidencio la multiplicidad de cambios en el numero de copias del DNA en canceres y puede ser usada
para trazar el mapa de la evolucion clonal (22).

4.4.2 Mediciones de la pérdida de heterozigocidad

En los tumores se hicieron y analizaron utilizando marcadores microsatelites que examinan solamente
una pequefia fraccion del genoma. No obstante, algunos canceres primarios de mama presentan mas de

veinte regiones con una pérdida de heterozigocidad (23).

Las sondas utilizadas en este estudio abarcan Unicamente el 0,01% del genoma y por eso se calcula
que algunos de estos tumores pueden contener cerca de doscientas mil regiones con pérdida de
heterozigocidad (24). Este calculo es tendencioso porque el nimero de mutaciones detectadas en
pequefias regiones puede no ser representativo de lo que ocurre en todo el genoma, y también hay que
tener en cuenta que las secuencias que fueron examinadas fueron aquellas que previamente habian
demostrado que podian ser alteradas con frecuencia en los tumores humanos. Si estos cambios son de
algin modo representativos de otros cambios del genoma, entonces se puede concluir que en muchos
canceres hay decenas de millares de mutaciones. Se ha argumentado que hay dos tipos de inestabilidad

genética, la inestabilidad microsatélite y la inestabilidad cromosomica (25, 26).

Los canceres que presentan inestabilidad microsatélite extensiva son aquellos que tienen mutaciones o
inactivacién de los genes de la restauracion. Los que muestran predominantemente inestabilidad
cromosomica son aquellos que tienen mutaciones que afectan a la particion de los cromosomas durante

la mitosis. Por ello, tanto la inestabilidad microsatélite, como la inestabilidad cromosomica pueden ser
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manifestaciones de un fenotipo mutante. Ambos fendmenos pueden ser faciles de detectar; las
secuencias de los microsatélites son sometidas a deslizamientos durante el proceso de copia y estan
presentes en millares de copias y las alteraciones citoldgicas, porque pueden aglutinar millones de
unidades de nucleétidos en el DNA. (27). Los cambios producidos en uno o algunos de los nucleo6tidos

adyacentes del DNA pueden ocurrir mas frecuentemente, y seran mucho mas dificiles de detectar.

4.5 Aneuploidia

La aneuploidia es un cambio en el nimero de cromosomas resultante de una particion desigual de los
cromosomas durante la division celular, que ocurre frecuentemente en tumores solidos. La generacion
de la aneuploidia ha sido propuesta como el desencadenate de la carcinogénesis (28,29). La aneuploidia
proporciona un proceso en un paso que genera millares de alteraciones genéticas que pueden
desestabilizar el genoma.

Sin embargo, hay enfermedades como el sindrome de Down que presenta un enigma singular; las
células contienen una copia extra del cromosoma 21 con unos 200 genes (30) y mismo asi estas células

se diferencian para producir un individuo.

Aunque los individuos con sindrome de Down presentan una elevada incidencia de leucemia, se
demostrd que tienen una disminucién en la incidencia de muchos tumores solidos (31). Aun mas, se
tiene que afrontar el proverbial dilema de saber si la aneuploidia genera inestabilidad gendémica, o si la
inestabilidad gendmica genera aneuploidia, o ambas son manifestaciones de un fenotipo mutante
subyacente. En el es6fago de Barret, las alteraciones de los genes p53, p16 vy la tetraploidia aumentada
(4n) preceden a la aneuploidia (32,33) y la inestabilidad genética en la colitis ulcerativa precede a la

deteccién tumoral (34).

4.6 Inestabilidad microsatélite

El grado de extension de la inestabilidad genética asociada al cancer ha sido primeramente precedida
por hallazgos de mutaciones de secuencias repetitivas. Peinado y col. (35) utilizaron oligonucleotidos
aleatorios como “primers” arbitrarios en las reacciones de PCR y observaron los productos adicionales
de diferentes tamarios utilizando DNA obtenido de tumores de colon humano y los compararon con los
obtenidos usando DNA de tejidos normales adyacentes.
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Los productos PCR especificos de tumor con extensiones alteradas abarcaron segmentos con
secuencias de nucledtidos repetitivos. Estos investigadores emplearon muestras Unicamente de una
pequefia fraccion de genoma, y aun dentro de su limitada vision observaron gran cantidad de
alteraciones en la secuencia de DNA. Con la extrapolaciéon de estos resultados para todo el genoma,

ellos concluyeron que algunos tumores contenian cerca de cien mil mutaciones.

Las células tumorales con mayor numero de cambios en las extensiones de las secuencias repetitivas
mostraron poseer mutaciones en los genes de reparacion de errores (36). Las secuencias repetitivas
alteradas fueron detectadas principalmente en cuestion de segundos entre genes (microsatélites) y

ocurrirén predominantemente en el HNPCC (36).

Consecuentemente, se demostraron mutaciones dentro de los exons, en secuencias repetitivas (37,38).
Estos resultados fueron confirmados y se extendieron a los canceres esporadicos del colon usando inter
(repeticion secuencial simples)-PCR (39). Estos autores piensan que muchos canceres esporadicos del
colon contienen decenas de millares de mutaciones y que muchas de estas mutaciones estan ya presentes
en polipos premalignos. En el caso de HNPCC, la inestabilidad es medida por mutaciones en los genes

de reparacion de errores que funcionan en la correccion de los errores de replicacion.

Muchos canceres esporadicos del colon (40) y esporadicos gastricos (41) que parecen no contener
mutaciones en los genes de reparacion de errores presentan hipermetilacion de la regién promotora de

MLHz1, impidiendo, entonces, la reparacion de errores por un mecanismo epigenético.

Un gran numero de canceres no hereditarios han mostrado la presentacion de alteraciones en las
repeticiones de microsatélites en menor extension, pero no parecen implicar mutaciones de genes
reparadores de errores. Queda por explicar si el origen de esta inestabilidad de microsatélites en los
tumores no-HNPCC es el resultado de la disminucion de la expresion de los genes de reparaciéon de
errores 0 es atribuible a mutaciones en otros genes relacionados con la manutencion de la estabilidad

genetica.
La causa, o causas, de la inestabilidad de los microsatélites permanece indeterminada. En general, las

mutaciones son generadas cuando la tasa de produccion de mutaciones excede la capacidad de la célula

para las correcciones. Los estudios in vitro revelan adiciones y delecciones en secuencias repetitivas que
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son generadas por deslizamiento de las polimerasis de DNA durante el proceso de copia en el sistema de
reparacion de errores. Por consiguiente, el deslizamiento facilitado, o los déficits en la reparacion de los
errores, pueden alterar este equilibrio dinamico y producir inestabilidad microsatélite. EI deslizamiento

facilitado por polimerasis puede ser el resultado del dafio del DNA en las secuencias repetitivas.

In vitro (42), y en la Escherichia coli (43), la lesién del DNA conteniendo secuencias repetitivas por

especies oxigeno-reactivas produce mutaciones dentro de las repeticiones.

El analisis de la secuencia del DNA con mutaciones indica que las mutaciones son exclusivamente
delecciones y adiciones dentro de las repeticiones. Lesionar los mismos plasmidios conteniendo
secuencias repetitivas por agentes que no generan especies reactivas al oxigeno produce pocas, 0

algunas, mutaciones dentro de las repeticiones (42).

Otra evidencia menos directa sugiere una funcién para las especies oxigeno-reactivas en la generacion
de inestabilidad microsatélite. En el fermento, las mutaciones en los genes reparadores de errores,
MSH2 o MSH6, pueden resultar 60.000 veces el aumento en las tasas de reversion de los genes
mutantes y este aumento necesita desarrollarse en presencia de oxigeno (44). La exposicion de las lineas
de células del pulmén humano, conteniendo un plasmidio con un (CA)n, a los radicales libres de
oxigeno, generando sistemas, ha resultado en un aumento de 27 veces en las mutaciones de estructura,
muy especialmente localizadas dentro de la secuencia repetitiva (45). Si la lesién del DNA, dentro de la
secuencia repetitiva por especies oxigeno-reactivas, induce a mutaciones, entonces habra una reduccion
de especies oxigeno-reactivas en las células precancerosas, 0 cancerosas, por los radicales libres de

oxigeno, que pueden reducir las mutaciones durante la progresion tumoral.

4.7 Mutaciones silenciosas y multiples en genes individuales

La presencia de mutaciones silenciosas y/o multiples en el mismo gen puede permitir evaluar los
resultados de un fenotipo mutante en ausencia de seleccion clonal. Las mutaciones silenciosas resultan
de la redundancia del codigo genético y son presumiblemente no selectivas excepto si fueron alterados
los puntos de separacion (corte/splice) o interagen con tRNAs especificos que son limitantes del ritmo
de la sintesis proteica. Si los tumores acumulan millares de mutaciones, entonces deben también
acumular mutaciones silenciosas, o maltiples. Mas aun, Strauss utilizando una gran cantidad de datos en

mutaciones del gen p53 en tumores humanos (46,47) ha verificado que las mutaciones silenciosas
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adicionales estaban presentes en genes p53 con mutaciones, en tumores humanos, en una frecuencia que
es, por lo menos, 20 veces mayor de lo esperado. Ademas, algunos tumores contienen cerca de cuatro
sustituciones separadas dentro del gen p53, quiza el resultado de malas incorporaciones motivadas por
una tendencia de error de las polimerasis del DNA expresada en las células cancerosas. Sin embargo,

como Strauss destaco (46), hay otras interpretaciones interesantes sobre estos datos.

El gen p53 puede ser inherentemente hipermutable, sea por la secuencia del DNA, sea por su posicion
en el cromosoma. Sin embargo, si se ha encontrado que otros genes son igualmente mutables, la
presencia de mutaciones silenciosas en tumores provee evidencia de la expresion de un fenotipo mutante

durante la progresion tumoral.

4.8 Evolucion de un fenotipo mutante durante la progresion tumoral

La evidencia experimental de la evolucién de un fenotipo mutante en los canceres ha sido evidenciada
en los canceres HNPCC y no-HNPCC. Muchos, pero no todos, los estudios en el cancer de colon
sugieren las mutaciones en los genes de reparacion de errores y la resultante inestabilidad microsatélite
de estos tumores. Hay estudios que refieren que en canceres esporadicos del colon las mutaciones en los
genes de reparacion de errores suceden antes que las mutaciones del gen APC, un marcador del cancer
de colon. (48).

Con frecuencia se ha encontrado inestabilidad microsatélite en los adenomas que presumiblemente
seran indicios de adenocarcinomas. Usando microdiseccion laser, para marcar la evolucion tumoral,
desde el adenoma hasta el adenocarcinoma, Shibata y sus colaboradores (49) observaron alteraciones a
lo largo de la secuencia de microsatélites en el estadio precoz de adenomas, asi como que aparecieron

alteraciones de microsatélites adicionales cuando los tumores progresaron hacia adenocarcinomas.

Las diferencias en el espectro de las mutaciones en el gen APC en los tumores que presentan
inestabilidad microsatélite y en los tumores que no evidencian fuertemente alteraciones de los genes de
reparacion de errores, son patentes antes de las mutaciones APC (48). Estos estudios combinados
sustentan la inferencia logica que apunta para el fenotipo mutante como un evento precoz en la
generacion de los tumores del colon en el HNPCC, por lo menos con respecto a mutaciones en los genes

de reparacion de errores.
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Homfray y sus colaboradores refieren la inexistencia de diferencias en la frecuencia, o en los tipos, de
mutaciones en el gen APC, entre los tumores esporadicos del colon y los tumores de colon que
contienen mutaciones en los genes de reparacion de errores (HNPCC) (50). Estos autores concluyeron
lo contrario, que las mutaciones del gen APC inician la carcinogénesis y que las mutaciones de los genes
reparadores de errores ocurren en un estadio mas tardio (51). A pesar de estos hallazgos, el peso de la
evidencia indica que las mutaciones en los genes de reparacion de errores ocurren precozmente durante

el curso de la carcinogénesis del colon en tumores que presentan inestabilidad microsatélite.

4.9 Orden secuencial de las mutaciones en la carcinogenesis

Los modelos sobre el desarrollo del cancer de colon han sido disefiados como una secuencia ordenada
de mutaciones en oncogenes diferentes y en genes supresores de tumores, cada uno asociado con una
determinada implicacién en la tumorogeénesis (52). En otros canceres humanos, los datos han sido
presentados por una secuencia ordenada de cambios en regiones que muestran pérdida de
heterozigocidad. Utilizando la técnica de diseccion de captura de rayos laser (“laser capture disection™)
de regiones de carcinomas de mama, que enriquece el nimero de células tumorales, Shen y sus
colaboradores presentan la evidencia de una ordenacion en las regiones de pérdida de heterozigocidad
que incluyen los genes relacionados con la reparacion de las fracturas de las espirales duplas, la pérdida
del gen p53 seguida de la pérdida del gen BRCAL. (53).

El hallazgo de la “transfeccion” secuencial de cuatro genes, asociados a cancer, en células humanas,
mostré que desarrollaba tumores y ha sido considerado también como un argumento que sustenta un
modelo ordenado para la mutagénesis (54). A pesar de estos estudios, no ha sido establecida una
ordenacion secuencial para las mutaciones, mismo en los canceres del colon, en los cuales los niveles

morfoldgicos e histologicos definidos estan claramente delimitados.

Hay otros estudios que indican que diferentes canceres de mama poseen diferentes delecciones (23).
Si los canceres son producidos como resultado de la acumulacién de gran ndimero de mutaciones
aleatorias, entonces hay probablemente muchas mutaciones diferentes que pueden ofrecer una ventaja
selectiva durante cada estadio de la tumorogeénesis. De esta forma, un fenotipo mutante no estaria en

concordancia con un conjunto de érdenes de mutacion durante la evolucién tumoral.
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Parece probable que la expresion de un fenotipo mutante podria ser la perdida en los ultimos estadios
de la progresiéon tumoral. Hay argumentos tedricos que indican que la acumulacion de gran nimero de

mutantes puede exceder el limite de error de la replicacion y de la viabilidad de la célula (55).

Los estudios en la replicacion del VIH han evidenciado un esclarecimiento en este dominio; las
células infectadas con el VIH en presencia de un analogo nucle6sido mutagénico implican un aumento
de la mutagénesis viral y eventualmente la ablacion de la infectividad viral (56). Por analogia, la
acumulacién de gran numero de mutaciones en células tumorales podria eventualmente disminuir su
potencial replicativo. Como resultado, se puede predecir que las células tumorales perderian su
flexibilidad para su adaptacién a un ambiente en cambio. En este estadio, la resistencia a los agentes
guimioterapéuticos estaria basada en el gran numero de mutaciones ya presentes en la poblacion celular

tumoral.

4.10 Eventos iniciales de un fendtipo mutante

La hipotesis del fenotipo mutante no se dirige a los origenes de las mutaciones que inician la
carcinogénesis. Los estudios epidemioldgicos han identificado agentes ambientales mutagénicos que
estan casualmente asociados con los tumores humanos. Excepto para el tabaco, la radiacién Ultra
Violeta y la aflatoxina B1, solamente algunos agentes ambientales han demostrado estar casualmente
asociados con los principales canceres humanos. Muchos carcinogénicos conocidos lesionan el DNA y
si este dafio no es reparado causa mutaciones en toda la extension del genoma incluyendo los genes que
son requeridos para mantener la estabilidad genética. Se debe destacar que la causa de casi la mitad de
todos los canceres humanos no ha sido documentada; estos canceres no estan geograficamente
agrupados, ni asociados con la exposicion a agentes ambientales especificos.

Estos canceres pueden originarse con la exposicion a multiples agentes ambientales, cada uno
causando un pequefio incremento en las mutaciones. Alternativamente, estos canceres pueden ser
“espontaneos” y emanar del DNA reactivos endogenos (57), incluyendo grupos alkil, lipidos activados,

cationes metalicos y especies oxigeno-reactivas (58).
El dafio causado por las sustancias quimicas ambientales puede también producir mutaciones
aleatorias en cualquier punto de la extension del genoma. La extension del dafio del DNA por

metabolitos reactivos normales parece ser excepcionalmente alta. Se ha estimado que las especies
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oxigeno-reactivas generan cerca de 10.000 casos de lesion en el DNA/célula/dia. (59). Un numero
similar de lesiones es generado por “depurinacién” espontdnea, resultando una pérdida de bases
purinicas del DNA y la mala codificacion por los sitios apurinicos residuales (60). Globalmente, esta
calculado que cada célula de nuestro cuerpo genera y cambia centenares de millares de bases alteradas
de DNA/célula/dia. (61). Estos procesos acumulados, o dafios espontaneos del DNA pueden no
unicamente generar lesiones iniciales que confieren a la célula un estado de fenotipo mutante sino que
también pueden contribuir a la acumulacion de mutaciones durante la progresién tumoral,
especificamente en células que implican mutaciones en los genes de restauracion del DNA. Un cierto
nimero de estudios sugiere que el DNA tumoral contiene bases alteradas y que estas alteraciones

resultan de exposiciones a carcinogenios.

La presencia de alteraciones quimicas del DNA debe reflejar un estadio constante de equilibrio en el
que la tasa de generacion de mutaciones sea igual a la tasa de restauracién. Por lo tanto, la presencia de
“DNA adduct”, en las células indica la restauracion incompleta del DNA y estas lesiones residuales

tienen el potencial suficiente para causar mutaciones somaticas.

Las condiciones que han heredado las mutaciones en genes especificos estan asociadas con la
malignidad y sugieren que estos mismos genes puedan sufrir mutaciones en las células somaticas y
causar malignidades. Ademas, los polimorfismos especificos en estos genes pueden estar asociados con
un aumento de la incidencia de tumores. El hecho de que un individuo con ciertos polimorfismos pueda

presentar una mayor incidencia de ciertos canceres no puede funcionar contra las mutaciones aleatorias.

La tecnologia para la deteccion de mutaciones en lugares especificos en los genes, en los tumores y
para la deteccion de polimorfismos en poblaciones humanas esta mejorando rapidamente. Hay que tener
informacién momentanea de la presencia de mutaciones en muchos genes de las células cancerosas, por
lo menos cuando ocurren en sitios especificos en la mayoria de las células dentro de un tumor. No hay,
sin embargo, métodos para secuenciar el DNA suficientemente sdlidos como para detectar mutaciones

aleatorias.

4.11 Genes de reparacion del DNA
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Hay cuatro vias genéricas principales para la restauracion de lesiones de DNA en las células humanas:
la reparacion por escision de nucleétidos, la reparacion por escision de bases, la reparacion de errores y
reversion directa de lesiones (62). Los estudios mas recientes evidenciaron la superposicion y
redundancia de estas vias (63).

Las alteraciones quimicas especificas en el DNA pueden ser reparadas por mas de un mecanismo.
Historicamente, una enfermedad humana heredada, la xeroderma pigmentosa, presenta una fuerte

evidencia de ligazdn de mutaciones en los genes de restauracion del DNA con el cancer (7).

Los pacientes con xeroderma pigmentosa son excepcionalmente propensos al cancer de piel después
de la exposicidn al sol y los cultivos de células de estos pacientes son defectuosos en la reparacion de la
lesion en el DNA producido por rayos UV.

Estos pacientes heredan mutaciones en uno de los genes relacionados con la reparacion por escision

de nucleétidos.

Las mutaciones en por lo menos uno de los cuatro genes de reparacion de errores (hMsh2, hMSH6,
hMLH1 y hPMS2) esta asociada con una mayor incidencia de tumores HNPCC y otros tumores
asociados. Esta asociacion entre mutaciones en los genes de reparacion de errores y las malignidades
también ha sido demostrada en el raton (64) Falta evidencia de que las mutaciones en los genes de

reparacion por escision de bases estan asociadas con cualquier predisposicion heredada para el cancer.

4.12 Polimerasas del ADN

Hasta hace poco tiempo, nuestro conocimiento sobre las polimerasis de DNA de las células eucariotas
estaba limitada a cinco enzimas bien caracterizadas:Pol-x, Pol-o0s, Pol-E, cada una de ellas participa en
la replicacion del DNA; La Pol-B esta asociada con la sintesis de reparacion de la escision de bases y la
Pol-y es la responsable de la sintesis del DNA mitocondrial. La actividad de la Pol-B es elevada en
muchos canceres y hay casos dispersos sobre mutaciones en canceres de colon (65), prostata (66) y
vejiga (67).

La Pol-os es probablemente la principal polimerasis de DNA replicativa en las células eucariotas;
tiene una actividad exonuclease integral 3-5 que enmienda la mala incorporacion de nucledtidos no-

complementarios, durante la sintesis de DNA. En las bacterias, el 90% de las mutaciones son
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dependientes de la respuesta SOS que media la induccion de multiples genes y estd asociada con
lesiones de DNA causadas por by-pass. Recientemente, uno de estos genes, UmuD 2C (E. coli Pol V),
ha evidenciado codificar una polimerasis de DNA con propension a error (68). En una variante de
xeroderma pigmentosa (XP-V), que presenta una tasa elevada de mutacion, se ha demostrado el
encubrimiento de una mutacion en polimerasis relacionada de DNA , Pol-n10, permitiendo ain otras
polimerasis relacionadas, probablemente Pol-E10, “by-pass” “dimers” UV, por incorporacion de
nucleétidos incorrectos (69,70). Méas aun, se ha reconocido que de seis a ocho nuevas polimerasis de
DNA recientemente descubiertas, pueden estar implicadas en el by-pass propenso a error de lesiones de
DNA (71). Hay estudios en curso para determinar la expresion de estas enzimas potencialmente

mutagénicas en tumores humanos.

4.13 Helicasas del DNA

Las células eucariotas contienen un nimero de enzimas sorprendentemente grande que desarrollan la
doble-hebra de DNA para ser copiada por las polimerasis de DNA. Estas helicasis son indicios
potenciales de un fenotipo mutante. Las mutaciones heredadas en varias de estas helicasas de DNA estan
asociadas con enfermedades que presentan una alta incidencia de cancer. Recientemente, los genes
mutados en el sindrome de Bloom (72) y en el sindrome de Werner (73) han sido reconocidos
codificando helicasis de DNA pertenecientes a la familia E. coli Rec Q. Las células con mutaciones en
estos genes muestran inestabilidades genéticas caracteristicas (74), cambios entre cromosomas hermanos
en el sindrome de Bloom (75) y grandes delecciones en el sindrome de Werner (76), evidenciando asi
consecuentemente la asociacion de inestabilidad genética con el cancer. Estas son enfermedades raras,
recesivas, autosomicas y es importante determinar si los heterozigotos més frecuentes en la poblacion
presentan una mayor incidencia de tumores y si los tumores esporadicos contienen mutaciones

somaticas en estas helicasis.

4.14 Otros genes diana

Hay muchos genes implicados en la seguridad de la estabilidad del genoma. Considerando los
multiples estadios relacionados con la replicacion del DNA, el metabolismo desoxinucledtido, los
checkpoints en el ciclo mitotico, la segregacion cromosémica y la mitosis, es evidente que hay muchos

genes diana que se han mutado y pueden inducir a un fenotipo mutante.
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Los complejos de sintesis de DNA han sido aislados de células de cancer de mama humanas, que
incorporan mal los nucledtidos, més frecuentemente que complejos similares aislados en paralelo de

células normales (77).

Es necesario establecer las proteinas con propension a error en estos complejos. Las mutaciones en un
determinado nimero de genes estan fuertemente asociadas con canceres humanos y muchos de estos
genes estan directamente implicados (o indirectamente) en las transacciones que contienen mutaciones
en el gen p53 (78). Aunque no exista una clara muestra de que las mutaciones del p53 aumenten las
“point mutaciones”, a lo largo del genoma, hay una considerable evidencia de que el gen p53 esta
implicado en la restauracion del ADN, apoptosis y recombinacion (79,80) y entonces el gen p53 podria

ser un gen “target” (diana) para un fenotipo mutante.

4.15 Conexién entre induccion de mutacion y seleccion clonal

Aunque sea ampliamente reconocido que tanto la mutagénesis facilitada como la seleccion clonal
contribuyan al fenotipo mutante, no estd generalmente aceptado que estos mecanismos actuen

sinérgicamente.

Los ciclos secuenciales de seleccion de crecimiento de la E.coli en diferentes condiciones de
restriccion dieron un aumento de 5000 veces la tasa de mutagénesis espontanea. (81). Si las bacterias
fuesen primeramente expuestas a un mutagenio, el mismo protocolo favoreceria una poblacién que diera
el 100% de mutantes. Estos hallazgos pueden ser particularmente relevantes para la progresion tumoral.
(82).

Cuando los canceres se expanden, hay series de restricciones mediadas por el hospedro que deben ser
superadas; éstas incluyen oxigeno reducido, el requisito para la produccion de factores de crecimento y
angiogenico y confinamiento por los tejidos adyacentes. (24,83). Cada una de estas restricciones puede
ser superada por la seleccion de mutaciones en genes especificos. Cada ciclo de seleccion conlleva

(“piggy-backing”) (;) una serie de mutaciones en los genes de estabilidad genética y como resultado

hay un aumento en la frecuencia de mutacion en el genoma.
Entonces, cuando se seleccionan mutaciones simultdneamente se seleccionan mutantes que causan la
aparicion de estas mutaciones. Con los ciclos multiples de seleccion hay un enriquecimiento progresivo

de mutaciones en los genes de estabilidad genética.
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4.16 Consecuencias de un fenotipo mutante

La hipdtesis de los canceres expresaren un fenotipo mutante y de este fenotipo orientar la

proliferacion de los canceres y generar variantes de seleccion clonal tiene consecuencias tedricas y

précticas. Dentro de las implicaciones tedricas tenemos:

a)

b)

La progresion tumoral es genéticamente irreversible

El concepto de un fenotipo mutante implica que un gran nimero de mutaciones son
producidas aleatoriamente en el genoma de las células cancerosas; solamente algunas de las
cuales resultan en la proliferacion clonal. Esta heterogeneidad de genes mutantes imposibilita
cualquier posibilidad de reconvertir las células cancerosas en células normales. La supresién
de estas mutaciones puede ocurrir por otras mutaciones o silenciamento epigenético y por eso
reduce la expresion del fenotipo canceroso, pero esto no restableceria el genoma normal. De
esto se deriva que las experiencias clasicas en que las células tumorales se convierten en
células normales pueden ser al nivel de sus fenotipos pero no de sus genotipos (84).

No se puede eliminar la posibilidad de que los mecanismos epigenéticos orienten la
progresion tumoral. El silenciamento de reparacion del DNA puede facilitar la produccion de
mutaciones multiples encontradas en los tumores. El silenciamento de la expresion genética
puede ser un requisito para que las células cancerosas toleren la introduccion de la
aneuploidia.

Aunque se puedan mencionar firmes argumentos para la funcion de los mecanismos
epigenéticos en la carcinogénesis, todavia falta conocimiento suficiente de estos mecanismos

para construir experiencias criticas que validen estos conceptos.

Los tipos de lesion del DNA y las mutaciones encontradas en un tumor son incapaces de
esclarecer las claves sobre el inicio de la carcinogénesis

Para tumores sélidos, demora 20 afios 0 mas desde el tiempo de exposicion a un quimico
carcinogénico hasta la deteccion clinica de un tumor. Por ello parece improbable que las
lesiones del DNA iniciando el proceso carcinogénico aun estuviesen presentes en las células
tumorales varias generaciones mas tarde, excepto si continuase el dafio del DNA por el

mismo agente especifico para la formacion del tumor. Ademas, las mutaciones encontradas
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en un tumor pueden no resultar de las lesiones quimicas mas frecuentes en el DNA. Muchos
agentes dafiandos del DNA causan una variedad de alteraciones quimicas en el mismo; las
lesiones mas frecuentes pueden no ser las mas mutagénicas.

A pesar del argumento arriba indicado, hay casos de exposicion por agentes esperaficos que
producen una mutacion especifica.

Esto podria indicar que la exposicion repetitiva a un agente especifico podria ser la fuerza
orientadora en la seleccion clonal como puede ocurrir en los canceres de piel inducidos por
rayos UV (85), canceres de higado inducidos por aflatoxina (86) y quiza canceres de pulmon
asociados a humo de cigarrillos (87). La exposicién a los rayos UV induce a canceres de piel

y las mutaciones detectadas en el gen p53 resultando ser contrarias “‘a dimeros de pirimilina

y las sustituciones “tandem” T ----C 6 CC ----TT implicadas son caracteristicas del dafio

causado por los rayos UV (88).

Las areas contaminadas con aflatoxina tienen una mayor incidencia de hepatomas primarios y
las mutaciones del gen p53 ocurren predominantemente en el cordon 249, implicando
sustituciones G -T.

Un caso menos sugestivo es el proporcionado por “transversions”(?) G---A encontradas en

el gen p53 en los canceres de pulmoén (87). Aungue se encuentre una sustitucion similar en la
exposicion de las células epiteliales humanas al benzo[a]pyrene en el cultivo de tejidos, las
G--A’transitions” son también el resultado de errores por las polimerasis del DNA. La
cuestion principal es si estas mutaciones son diagnosticas de “specifie adducts” producidas
por carcinogenios, o reflejan la seleccién de mutaciones en una poblacion aleatoria que

promueve la proliferacion clonal.

Los canceres benignos contienen mutaciones multiples

Los argumentos sugeridos de que la adquisicion de un fenotipo mutante es un evento precoz
en la carcinogénesis implica que los tumores precoces como los adenomas del colon, la
hiperplasia uterina y los leiomiomas deben contener  microsatélites y aberraciones
cromosomicas, como lo sustenta la evidencia (20,89). Con las nuevas técnicas sera posible,
en breve, recrear la arqueologia de los genes mutados que promueven la expansion clonal

cuando el tumor se desarrolla.
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d) Tardiamente en la tumorogénesis, la seleccion puede ser contraria a un fenotipo
mutante.
Un fenotipo mutante puede ser un evento precoz que orienta la progresion tumoral. Mas aun,
el fenotipo mutante puede ya no estar presente en el tiempo en el que el tumor sea
clinicamente aparente.
Aungue muchas mutaciones en las células cancerosas sean neutrales o ventajosas, algunas
seran perjudiciales. Por tanto, hay probablemente un momento critico de comienzo, después
del cual la seleccidn serd contraria al fenotipo mutante. Como consecuencia, los tumores
pueden ni siempre presentar un fenotipo mutante, pero en lo basico revelaran su historia, a

través de mutaciones aleatorias a lo largo de sus genomas.

e) Los tumores contienen células con mutaciones pre-existentes a la resistencia para los

medicamentos citostaticos.

Si se considera la probabilidad de que un fenotipo mutante sea un evento precoz en la carcinogénesis
y los 20 afios que tarda un cancer en mostrarse clinicamente aparente, parece probable que cada tumor,
compuesto por millones de células, contiene una o mas células que ya acumularon mutaciones
volviéndolas resistentes a los medicamentos (90). Las lineas de células tumorales, pero no las lineas de
células normales, rapidamente amplifican los genes, haciéndolas resistentes a los agentes terapéuticos.
Es improbable que haya antigenios que existan en todos los tumores de un determinado tipo y los
vuelvan susceptibles a la inmunoterapia. ElI suceso mas corriente de la inmunoterapia estd basado
principalmente en la super expresion de antigenios normales por tumores especificos. El concepto de

fenotipo mutante sugiere que la inmunidad pueda ser hecha por medida para tumores individuales.

4.17 Implicaciones del fenotipo mutante en un cancer

Las mutaciones son un marcador de los canceres. Aungue no haya mutaciones especificas ni sea
absolutamente diagnostica de una malignidad especifica, la presencia de un numero elevado de
mutaciones puede indicar que las células estén ya en la via del desarrollo de un cancer. Tanto la

inestabilidad microsatélite, como las alteraciones cromosémicas estan siendo investigadas como
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marcadores de tumorales en las células de la sangre, del estomago, de lavados bronquicos y
pancreéticos. En el suero se encuentra DNA desnudo y las mutaciones en este DNA pueden servir como
indicadores de tumores en lugares distantes (91,92). Con el desarrollo de técnicas méas cuantitativas y
sensibles, la deteccion de alteraciones genéticas en las células, o en el DNA, puede ser posible para

identificar individuos propensos a desarrollar canceres especificos.

Las técnicas emergentes permitiran la cuantificacion de mutaciones aleatorias. Suponiendo que la tasa
de mutaciones de las células cancerosas fuera 100 veces mayor en la fase precoz de la carcinogénesis,
solo asi se anticiparia la alteracion de un nucleétido por millon de nucleétidos secuenciados. Esto resalta
el nivel corriente de la tecnologia; se puede estabelecer cambios de la secuencia de nucle6tidos en un
namero muy limitado de tumores.

La mayoria de las metodologias, en 10-100 veces acopladas con copias singulares de clones de un
gen, hacen posible cuantificar las mutaciones aleatorias en tumores multiples y evaluar si la

acumulacién de mutaciones es de prondstica para la susceptibilidad de cancer.

Los cénceres se originan en un campo de células normales implicando mutaciones multiples. Los
estudios mas recientes sugieren que los canceres de colon se originan en el medio de una comunidad de
células premalignas que expresan un fenotipo mutante. Los estudios de Rabinovitch y col. (34) sobre los
cambios de cromosomas en pacientes con colitis ulcerativa crénica proporcionan una demostracion
persuasiva de este concepto. Ellos detectaron un aumento de pérdida de brazos de cromosoma en células
de biopsias rectales de pacientes con colitis ulcerativa y con canceres asociados en el colon, pero no en

células de pacientes con colitis ulcerativa sin displasia o cancer. (34).

Las células mucosas con mutaciones estan en sitios distantes del cancer. Esto implica que los canceres
son originados dentro de un campo extensivo de células mostrando un fenotipo mutante. Este estudio es
de importancia practica porque puede proporcionar un procedimiento simple para el rastreo en los

pacientes con colitis ulcerativa que son propensos a desarrollar un cancer de colon.
Se ha informado de la presencia de mutaciones puntuales en tejidos precancerosos tanto en la

hemocromatosis como en la enfermedad de Wilson (93). Ambas enfermedades se caracterizan por un

aumento de la incidencia de hepatoma primario.
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Mutaciones aleatorias (no clonales) en el gen p53 similares a las producidas por especies oxigeno-
reactivas fueron detectadas en pacientes con higados no tumorales con enfermedad de Wilson. En el
ultimo estudio, el ensayo usado presentd una sensibilidad elevada excepcional, detectando una mutacion

en 10 nucle6tidos y entonces puede ofrecer una ventaja el examinar otros genes en eventos aleatorios.

Utilizando el mismo proceso, Hssain y sus col. (94) detectaron alelos p53 mutados en tejido de colon
no-tumoral de pacientes con colitis ulcerosa; posteriormente, mantuvieron que los canceres pueden
originarse en un campo de células con mutaciones. Aunque estos estudios sean limitados para las
enfermedades precancerosas asociadas con inflamacion, presentan la evidencia adicional de que las

mutaciones en tejidos normales preceden al comienzo de malignidades observables.

Otra evidencia presenta el concepto de que la expansion clonal regional de células fenotipicamente
normales pero genéticamente alteradas pueden preceder el desarrollo de canceres. La inactivacion de un
factor de crecimiento de tipo-insulina por deleccidn de una region polidesoxiguanosina ocurre en tejido
hepéatico adyacente a carcinomas hepatocelulares (95). Regiones con pérdida de heterozigocidad
referidas en l6bulos morfol6gicamente normales adyacentes a carcinomas de mama y areas clonales
ocultando mutaciones en el gen p53 presentes en la piel normal. Es posible que tumores se originen en
campos de células que presentan una tasa mas elevada de mutaciones atribuibles a modificaciones
epigenéticas. Silber y col. (96) describen en un trabajo que los gliomas estan envueltos por células
normales que son defectuosas en la reparacion del dafio de DNA dafiado por agentes alquilantes (Mer-),
implicando que la falta de produccion de O alkilguanina-DNA transferase es un factor que predispone al

desarrollo de tumores cerebrales.

Las quimioterapias dirigidas contra diana especificas u oncogenes son improbables de matar todas las
células cancerosas. El hecho de que ninglin oncogén o gen supresor sea universalmente mutado o con
baja regulacién en todos los casos de cancer humano solido refuerza el concepto de que los tumores son
heterogéneos. La heterogeneidad acentuada en poblaciones celulares dentro de un tumor presenta una
gran cantidad de células mutadas aleatoriamente, algunas de las cuales posiblemente contengan
mutaciones resistentes a agentes quimioterapéuticos. En presencia de quimioterapia, las células
tumorales mutantes tienen una ventaja de crecimiento selectivo y vuelven a poblar el tumor. Parece que
los tumores contendrian también células que son resistentes a los anticuerpos dirigidos contra oncogenes

especificos.
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Por lo tanto, las quimioterapias son probablemente incapaces de erradicar el 100% de las células
tumorales de un tumor y hay que confiar en los mecanismos inmunoldgicos del hospedero, que en

muchos casos estan disminuidos por la quimioterapia del cancer.

El gran numero de mutaciones en un tumor sugiere la posibilidad de que la fidelidad de la replicacion
del DNA opera cerca del limite de error para la viabilidad de la célula estando los afectos de la
mutagenese aumentados. Los errores posteriores en la replicacion del DNA pueden ser letales. Para
mantener este concepto esta el elevado nivel de apoptosis en los tumores. Mas aun, muchos farmacos
usados en el tratamiento del cancer son potentes mutagenios y la mutagénesis facilitada puede ser un
factor significativo en la eficacia terapéutica. Por lo tanto, se debe considerar el test de los analogos
nucledsidos mutagénicos en el tratamiento de las malignidades humanas, pesando fuertemente el
problema de la induccion de tumores secundarios.

De particular utilidad seran los analogos que no estan sometidos a la escision por enzimas de reparacion

humana.

Si un fenotipo mutante determina la evolucion del proceso carcinogénico, puede ser posible prevenir
el cancer por retardacion. Una reduccion de dos veces la tasa de mutacién puede prolongar el tiempo
entre el inicio y las manifestaciones clinicas del cancer de 20 afios 0 més, o hasta 40 afios o incluso mas.
La prevencion por retardacion puede ser particularmente aplicable a canceres asociados con inflamacion
cronica prolongada, por bacterias (cancer gastrico) (97), por virus (hepatitis primaria — (98,99), por
insuficiencia inmunoldgica (colitis ulcerativa — (100), o etiologia desconocida (pancreatitis cronica-
(101). En cada enfermedad, la respuesta inflamatoria cronica estad asociada con la generacion aumentada
de especies oxigeno-reactivas por las células inflamatorias. Estos oxidantes reactivos son generados por
fagocitos para matar bacterias pero puede también dafiar el DNA celular. La eliminacién del agente
causante o la reduccion de la respuesta inflamatoria predecira la retardacion de la aparicion clinica de

tumores asociados.

4.18 Consideraciones globales

El fenotipo mutante indica que el cancer en el estado denominado “adulto” resulta de la acumulacion

de gran nimero de mutaciones somaticas.
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Las mutaciones ocurren aleatoriamente a lo largo de la extension del genoma; dentro de éstas se
encuentran las mutaciones de genes que funcionan en células normales para mantener la estabilidad del
genoma Yy para garantizar su copia con gran fidelidad y su transmision a la progenia durante cada
division celular. Las mutaciones en los genes de la estabilidad genética inducen a posteriores mutaciones

a través del genoma, incluyendo otros genes relacionados con la manutencion de la estabilidad genética.

Es necesario enfatizar sobre las polimerasis del DNA y las enzimas que participan en la reparacion del
DNA, pero hay muchos otros objetivos potenciales para la generacién de un fenotipo mutante.

Los procesos que conducen a posteriores acumulaciones de mutaciones incluyen la seleccion de
células que ocultan las mutaciones sufridas y el permanente bombardeo del DNA por sustancias

quimicas reactivas producidas en los procesos metab6licos normales.

Los avances actuales en la secuenciacion del DNA y en las tecnologias relacionadas con él hacen
posible que hoy dia se pueda medir la acumulacion de mutaciones aleatorias en el cancer humano y por
tanto fundamentar la hipétesis de un fenotipo mutante en el cancer humano. Ahora serd importante
determinar la distribucion de genes mutantes en las células individuales dentro de un tumor, tanto para
marcar la evolucion de las lineas clonales como para identificar los genes que sufren mutaciones en

muchas células.

Dentro de estas mutaciones profundas estan las que hacen que una célula en su estado de fenotipo
mutante defina la posibilidad de desarrollar resistencia a los medicamentos, o de orientar la terapia por
farmacos.

Los métodos més sensibles para la deteccion de mutaciones aleatorias deben permitir monitorizar
materiales humanos y sangre, o celulas precancerosas, que pueden posibilitar la intervencion terapéutica
precoz. La verificacion mas importante de la hipotesis del fenotipo mutante puede ser la demostracién
de que una reduccion en la multiplicidad de mutaciones aleatorias en las células cancerosas prevenga el

desarrollo de la malignidad.
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CAPITULO V

5. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORECTAL

5.1 Aspectos generales

En el Reino Unido mueren anualmente 19.000 personas por causa del cancer colorectal. Estas
estadisticas no pueden ser muy rigorosas porgque no son echas las diferencias anatomicas distintas entre
recto y colon, que son, por veces, un tanto arbitrarias. Las tasas incidencia por cancer del colon y del
recto en Estados Unidos son 31,9 y 12,4 casos por 100.00 personas, respectivamente y la tasa anual

combinada de mortalidad para estes dos canceres es de 17,5 muertes por 100.000 de poblacidn. (1)

En los Estados Unidos, en 1999, las estadisticas sefialaban 129.400 nuevos casos y 56.600 casos de

muerte por cancer colorectal. (2)

En el Reino Unido son resecados anualmente alrededor de 6000 canceres de colon y recto. (3) En los
Estados Unidos hay evidencia que el porcentaje de cancer del colon estd aumentando, con seguridad,

cuando es comparado con el cancer del recto.

Hay diferentes estudios sobre la tasa de incidencia relativamente a sexo, pero los hombres parecen

tener mayor riesgo para el cancer rectal, mientras las mujeres para el cancer del colon.
La incidencia de los dos canceres aumenta con la edad, siendo la mayor incidencia relativamente a la
edad cerca de los 60/65 afios. EI cancer de colon y recto, dentro del universo del mundo de los paises

desarollados y/o industrializados, tiene una incidencia de las mas altas. (4)

En los Estados Unidos el cancer colorectal conta para cerca de 15% de todos los canceres

diagnosticados anualmente. (5,6)
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En el afio de 2001, murieron cerca de 48.100 personas a consecuencia del cancer colorectal y fueron

diagnosticados 98.2000 nuevos casos. (7)

La incidencia de cancer del colon y la mortalidad varian acentuadamente segun la raza/etnicidad,
especialmente cuando se hace comparacion entre Africanos y otros grupos populacionales. Entre 1990 y
1996, las tasas de incidencia de cancer colon/recto y de mortalidad fueron 50,7 y 23,1 por 100.000,
respectivamente dentro de los Africanos Americanos. La incidencia y mortalidad para blancos fueron
43,9 y 17,4 por 100.000, respectivamente Las diferencias en las tasas de incidencia para el cancer
colorectal son extensamente inexplicadas. Aunque algunas de estas disparidades puedan ser atribuidas al
acceso a los sistemas de salud y diferencias socioecondmicas, estos factores no explican completamente

las tendencias divergentes. (8)

El aumento en la incidencia del cancer de colon en los Africanos Americanos no parece ser explicable

por tasas mayores de deteccion precoz y rastreo. (9)

Diferencias en las caracteristicas de la susceptibilidad heredada, como variaciones polimorficas e

interacciones relacionadas con genes/medio, tendran a ser explicadas con futuros estudios.

Estudios epidemioldgicos han demostrado, con seguridad, acentuadas mudanzas en la incidencia del
cancer de colon con los aspectos geograficos y migracion, sugiriendo un importante componente

ambiental para el estudio del riesgo del cancer colorectal. (10)

Factores dietéticos han sido profusamente estudiados y estan dentro de los factores de riesgo
aceptados como los mas vastos en el cancer colorectal. (11,12)

A pesar de muchos estudios a lo largo de los Gltimos 10 afios el impacto de muchos factores dietéticos
en la carcinogénesis colorectal no estd aun resuelto. Las tendencias del cancer colorectal en los Estados
Unidos son significativamente diferentes de las de Europa. En el Reino Unidos, la incidencia ha
aumentado ligeramente desde 1971, mientras que en finales de 1990, la mortalidad ha disminuido cerca
de 50% desde 1950. Estas tendencias son concordantes con las tasas de supervivencia a los cinco afos,

mejorando desde los 20% en comienzos de 1970 hasta casi 45% a mediados de 1990.

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 88 /279



En Europa, ha habido generalmente méas declinio en la mortalidad de la mujer que en el hombre, lo
que pued4e ser debido a un aumento del uso de contraceptivos y de la terapéutica de substitucion
hormonal. (13)

La mortalidad ha bajado recientemente en muchos estados de la Union Europea, pero esta

aumentando en Grecia, Portugal y Espana.

A pesar de la evidencia acumulada, incluyendo varios estudios controlados randomizados sobre la
eficacia de la indagacién de sangre oculto en las heces, que permite afirmar la existencia de una
reduccion de la mortalidad por cancer colorectal en un programa aplicado a una cierta poblacion,

muchas personas en paises desarrollados no se han sometido a cualquier rastreo. (14)

Una Quinta parte de las series del “Annual Reports to the nation the Status of Cancer” (15) Destaca
los datos de los cuatro canceres mas comunes — pulmon, mama de la mujer, prostata y colorectal — que
en total representan mas de la mitad de los casos de cancer y de muertes por cancer en Estados Unidos.

Estos cuatro canceres tienen la misma importancia en la mayor parte de Europa. (16)

Hay mas de 20 afios, Doll y Peto. (17) utilizando datos de estudios hechos en 1970 y antes,
concluyeron que los datos de la mortalidad eran generalmente mas creibles que los datos de la
incidencia.

Aun asi, los datos de los registros de cancer de la mundialmente afamada oficina de datos
epidemioldgicos SEER (Surveillance, Epidemiology and En Result) del “National Program of Cancer
Registries (NPCR), que sigue los criterios de alta calidad divulgados por la “North American
Association of Central Cancer Registries” (NAACCR), y de un gran nimero de registros en todo el
mundo, signen los mas elevados estandares de calidad divulgados por el IARC (International
Association of Cancer Registries), siendo por eso muy creibles. Los datos de la mortalidad nunca

fueran exentos de tendencia 0 criticismo. (18)

La muerte ni siempre es correctamente certificada, ni siempre corresponde a la causa correctamente
codificada, mismo en los casos de cancer. Muchos estudios tienen mostrado una vasta variabilidad en el
rigor de la certificacion de la muerte y su codificacion, particularmente entre los paises. Para canceres

con supervivencia moderada 6 buena, las tendencias de la mortalidad muestran solamente una indicacion
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retrasada de los nuevos casos, porque los pacientes que mueren en cualquier afio pueden haber sido
diagnosticados y tratados muchos afios antes. Los datos de la mortalidad son también un indicador
imperfecto e indistinto de las tendencias de la eficacia del tratamiento, reflejando tendencias anteriores
tanto de la incidencia como de la supervivencia y no pueden ser interpretados sensiblemente sin estos

ultimos.

Las tendencias de la incidencia y de la supervivencia de los registros de céancer aportan una

observacion adicional en los complejos problemas de control del cancer. (19)

En los ultimos 30 afios la supervivencia de casi todos los canceres ha mejorado genuinamente, por
veces dramaticamente. Las implicaciones son que las tendencias en a incidencia y la mortalidad tienen
divergido. Si esto puede parecer verdadero, entonces esta concordancia general en los resultados de lo
que son dos sistemas ampliamente independientes ----- registro de cancer y muerte ----- induce mayor
confianza en cada uno de ellos. Pero ninguna incidencia, supervivencia, o mortalidad es perfecta y

ninguna es adecuada en si misma.

En Europa, los sistemas de registro de cancer de la poblacién, desde hay muchos afios, con cobertura
nacional en cada pais (muchas veces regionalmente organizados), y con follow-up de los casos,
completa virtualmente existen en los paises nordicos (Dinamarca, Finlandia, Islandia, Noruega y
Suecia), en el Reino Unido y en muchos paises del Baltico y Europa Central de la anterior Unidn

Soviética.

La cobertura en otras partes de Europa, como en Francia, Alemania, Italia, Portugal y Espafia, es, sin
embargo, relativamente pobre. (20)

En este contexto, el establecimiento de un registro de cancer riguroso es una via importante en el

sentido del control del cancer.

5.2 Aspectos epidemioldgicos generales

Los canceres de colon y recto partirin muchos factores de riego ambiental y ambos son encontrados

en personas sindromes genéticos especificos. Aun, hay algunas diferencias en la etiologia.
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En todo el mundo se calcula, que en 1996 existieron 875.000 casos de cancer colorectal, lo que
representd cerca de 8,5% de todos los casos nuevos de cancer. (World Health Organization (WHO). (21)

Las tasas de incidencia varian, aproximadamente, veinte vezes al redor del mundo, encontrando-se las

tasas mas elevadas en el mundo desarollado y las tasas mas bajas en India. (22,23)

El cancer de colon es el Unico cancer que tiene aproximadamente la misma frecuencia en hombres y

mujeres. (24)

En las areas de incidencia elevada, como Estados Unidos y Australia, asi como en Japon e ltalia,
donde las tasas estan por subir rapidamente, las tasas de los hombres ahora exceden las de las mujeres
tanto como 20%. El cancer rectal en las mujeres estd aumentado el doble comparativamente a los

hombres.

La sobrevida a los cinco afios, depués del diagnostico de cancer de colon es de cerca de 55% en los
Estados Unidos. (25)

El cancer rectal puede tener una supervivencia mejor cuando es diagnosticado en programas de
rastreo. Las diferencias internacionales, datos de migrantes y las recientes mudanzas rapidas en las tasas
de incidencia en ltalia, Japon, China urbana y polinesios urbanos en el Hawai muestran que el cancer de

colon, en particular, es muy sensitivo a cambios en el ambiente.

Entre los imigrantes y sus descendientes, las tasas de incidencia suben rapidamente hasta los valores

de las tasas del pais hospedero, por veces en la mismo generacién de los migrantes. (26,27)
Las diferencias internacionales de veinte veces en los imigrantes de regiones de mas bajo riesgo para

regiones de mas elevados riesgos pueden ser explicadas, en gran parte, por las diferencias significativas

en la dieta y otros factores ambientales diferentes.
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Ademas, aunqgue las tasas de la incidencia en Japon hayan sido bajas hasta hay poco tiempo, las tasas
mas elevadas en el mundo son ahora observadas entre los imigrantes Japoneses en Hawai. Sin embargo,
el cancer colorectal es conocido como el que ocurre mas frecuentemente en ciertas familias, (28) y hay
varios sindromes genéticos raros que transportan un riesgo marcadamente elevado (29,30,31) Entonces,
asi, el cancer colorectal esta, en términos de causa/efecto, relacionado tanto con los genes, como con el

ambiente.

5.2 Aspectos epidemioldgicos especificos

Muchos de los obstaculos sobre la interpretacion de los datos alimentarios son conocidos y dependen,
entre otros motivos, del marketing y intereses econdémicos de la industria y comercio de los alimentos,
asi como a cuestiones culturares y estilos de vida. Ademas de estas realidades, hay otras que pueden ser
profundizadas, en tratamiento extensivo de estas cuestiones sobre dietas, nutrientes y comidas, con la
consulta de obras sobre el tema (32-35). En estas publicaciones hay referencias abundantes a estudios
conjuntos y estudios controlados de asociaciones entre factores dietéticos y cancer colorectal, asi como
hay relevantes citaciones y méas detalle sobre el tema. Abordaremos los hallazgos mas importantes, con
algunas de las mas recientes publicaciones. Para una comprension basica sobre la interpretacion de los
datos relativos a los criterios de seleccion de las tendencias y causas, e inferencias obtenidas de los

estudios epidemioldgicos, sera Util consultar un trabajo de Hill (36).

Para una discusion de la causalidad especifica, en relacion a los constituyntes de la dieta, con el
cancer colorectal, es fundamental al estudio del capitulo 3 de la referencia
Hay muchos estudios conjuntos abordando la relacion entre cancer colorectal y el consumo de vegtales y
fruta Algunos de estos estudios llegan a conclusiones poco solidas (y por veces no enteramente
consistentes) en cuanto al bajo riego de cancer colorectal en las personas que consumen abundante fruta

y verduras (37).

Hay un estudio que aborda los habitos alimentarios de los Adventistas del Siétimo Dia cuanto a la
relacion de elevado consumo de ensalada y verduras y la reduccién, aunque no muy significativa, del
riesgo la incidencia del cancer colorectal Hay un otro estudio sobre poliposis adenomatosa en hombres,
reportandose a una disminucion, en la mitad, del tiesgo de transformacion maligna con la mayor

ingestion de vegetables y frutos con fibra. (38).
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Hay mas de veinte estudios controlados de cancer colorectal y consumo de verduras y frutos, casi
todos refiriendose a un grado modesto mas elevado de por lo menos una categoria de verduras, o de
frutas. Hay consistencia en cuanto a la disminucion de los riesgos de cancer colorectal en los regimenes

alimentarios ricos en verduras crudas, Verduras verdes y [“cruciferous” vegetables].

Los estudios sobre el consumo de fruta y el riesgo de cancer colorectal son menos abundantes y sus

conclusiones son menos evidentes que las de los vegetables (39).

Alimientos ricos en fibra incluyen verduras, asi como cereales. El efecto de la dieta rica en fibra en la
carcinogenesis del colon ha si propuesto por Burkitt.(40). No obstante existen estudios contraditorios
sobre la hipotesis del beneficio de la dieta rica en fibra como medida preventiva. Los mas recientes
estudios conjuntos de dieta con fibra total no encontraron asociacion alguna con carcinoma, 0 con

adenoma en las mujeres (41).

En un analisis combinado de 13 estudios controlados fue encontrada una reduccion en el riesgo de
cancer colorectal con el aumento da ingestion de fibra dietética, al igual que otros datos similares hayan

sido referidos en un meta-analisis de 16 estudios controlados (42).

En un estudio prospectivo, con alimentacion rica en fibra (de vegetales y cereales), se verificd una
disminucion, mayor que la mitad, del riesgo de adenomas colorectales en el hombre.. Estudios
controlados han evidenciado asociaciones inversas en regimenes alimentarios ricos en fibra total, fibra

de cereales y fibra de vegetables y frutos.
No hay datos claramente suportativos de los ensayos de intervencion en pacientes con poliposis
adenomatosa familiar (43) exepto en una anélisis post-hoc de personas aderentes. La fibra no tuvo

cualquier efecto significativo estadistico en la ocurreneia de adenomas esporadicos metacronos (44).

Globalmente, la relacién entre ingestion de fibra y riesgo de cancer colorectal, aunque muchas veces

inversa, es algo inconsistente, no sélo por causa de la naturaleza heterogénea de la fibra y las diferencias
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en el modo como es medida (45). Sin embargo, los datos limitados en los humanos no sugieren un efecto

fuerte de cualquier origen o tipo de fibra.

La informacion del World Cancer Research Fund concluy6 “... la evidencia de que las dietas ricas en
vegetables protegen contra los canceres de colon y recto es convincente.” ELWCRF tambien concluy6
“las dietas ricas en fibra posiblemente disminuyen el riego de cancer colorectal”, pero “los datos sobre

fruta son mas limitados e inconsistentes; ningun juicio es posible.”

Otros nutrientes han sido invocados para explicar los reducidos riesgos de cancer colorectal en
asociacion con el consumo de vegetales (46). Muchos de estos nutrientes no son facilmente mensurables
en estudios epidemioldgicos, pero varios micronutrientes han sido referidos (incluyendo caroteroides,

ascorbatos y folatos). Para mas informacion y pormenores hay que consultar el informe de WCRF.

Freudenheim y colaboradores (47) que fueron los primeros a proponer la hipotesis folatos/cancer
colorectal, encontraron bajos riesgos de cancer de colon y recto en asociacion con ingestion elevada de
folatos en sus estudios controlados. Sin embargo hay estudios conjuntos que hablan de la no existencia
de asociacion entre la ingestion total de folatos en la dieta y el riesgo de cancer de colon en los hombres
(48).

Sin embargo, se observa en los hombres un aumento del riesgo del cancer de colon cuando hay una
baja ingestidn de folatos y de metionina asociadosa elevados consumos de alcohol. Lo mismo se observo
en el mismo estudio conjunto cuanto a los polipos adenomatosos (49). En un gran estudio controlado
multicentrico no fue encontrada una relacién entre miconutrientes y el riesgo de cancer de colon,

envolviendo el metabolismo del grupo metil (50).

Globalmente, los datos sugieren que la relacion entre el riesgo de cancer colorectal y la ingestion de

vegetables es mas consistente que con cualquier micronutrientes especificos.

Hasta medios de 1997 habian sido examinados siete estudios conjuntos sobre ingestion de carne y sus
riesgo de cancer colorectal, con gran detalle y citaciones originales. Un estudio de los Adventistas del
séptimo dia — predominentemente una poblacion vegetariana — se refiere a que la ingestion de carne no

estaba asociada con riesgo de cancer colorectal.
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Un estudio hecho con enfermeras en Estados Unidos referi6 que el conjunto de mujeres que
consumian carne roja mas frecuentmente, cuando fue comparado con ortro conjunto de mujeres que
comian raramente carne roja, mostro que aquellas tenian un aumento significativo, dos veces y media
mas que estas, en el riesgo de desarollar cancer de colon. En otro estudio con hombres que consumian
cinco 0 mas veces, por semana, carne de vaca, carne de cerdo, o carne de cabrito, tuvieron un riesgo
moderadamente aumentado de céncer de colon, cuando fue comparados con otros hombres que

consumian estas carnes muy pocas veCes por mes.

En contraste con estes estudios la sociedad de cancer Americana en su totalidad demostré que no
existian diferencias en el riesgo entre los cuantiles méas altos y mas bajos de consumo de carne en ambos
sexos. Estudios de salud de las mujeres de lowa y estudios conjuntos de Netherlands y Finish también

no mostrarn aumento de riesgo con el consumo de carne.

En dos cuatro estudios conjuntos que examinaron la ingestion de carne procesada se verificd la
existencia de un aumento estadisticamente significativo de céncer colorectal con el aumento del
consumo de carne y otro mostraba un aumento modesto de la elevacion del riesgo. El peso de la

evidencia apunta para un aumento del riesgo, mismo aun con hallazgos poco esclarecedores.

Un estudio conjunto entre mujeres de New York (51) no encontrd asociacién con consumo de carne.
Mas recientemente dos otros estudios conjuntos analizaron el consumo de carne en poblaciones de bajo
consumo (52). Un estudio no encontrd asociacion con la mortalidad del cancer colorectal aunque los
investigadores fuesen capaces de detectar una asociacion entre el consumo de carne y la enfermedad
cardiaca coronaria. El otro estudio detectd un riesgo elevado en los Adventista del Setimo Dia en

asociacion con elevado consumo, tanto de carne “Roja”, como de carne blanca.
Gerhardsson de Verdier y colaboradores, en un estudio en Stockhom, confirmaron el aumento

significativo del riesgo de cancer del colon en los consumidores mas frecuentes de carne frita, con la

superficie muy tostada (53).
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Schiffman y Felton también se refieren a un aumento de frecuencia de 3,5 veces del riesgo de cancer
del colon en aquellas personas que prefieren la carne bien cocinada (54). En otro estudio controlado ha
sido encontrada un aumento de pdlipos adenomatosos (55).

Las aminas heterociclicas son producidas cuando cuando la carne es cocinada.

Hoy, sin embargo, no esta claro si el riesgo que envuelve la ingestion de carne y grasa animal
dependen de su procesamineto, o de sus métodos de ser cocinada. Tal como con el estudio de los
nutrientes constituyentes en los vegetales, estudios epidemiol6gicos estan siendo hechos para investigar
la asociacion entre el riesgo del cancer colorectal y algunos de los nutrientes importantes mensurables

encontrados en la carne (incluyendo grasa, grasa saturada/animal, proteinas y hierro).

La gran mayoria de los estudios controlados sobre grasas evidenciaron riesgos aumentados con

regimenes de elevada ingestion.

Hay muchos articulos intentando estabelecer diferencias entre grasa y roral de ingestion energética.
En otro estudio ha sido hecho un analisis combinado de trece estudios controlados de cancer colorectal
de varias poblaciones con diferentes, riesgos de cancer y dietas (56). En este analisis se concluyé que no
existia cualquier riesgo aumeutado de cancer colorectal con cualquier tipo de grasa desde el punto en
que la ingestion del total de energia alimentaria no sea excedida relativamente al padréon normal. Mas,
aun, no hubo asociaciones estadisticamente significativas para cualquier de grasa en la analisis de los

subgrupos por sexo, edad o localizacion del cancer.

Asi, en conclusion, estos recientes estudios conjuntos y el andlisis combinado de los 13 estudios
controlados no consiguieron encontrar una clara evidencia para la asociacién de cancer colorectal con la
dieta rica en grasa, como las conclusiones observadas en los primeros estudios. Giovannucci y Goldin
concluyeron que la asociacion con el consumo elevado de carne “roja” no parece ser mediada por su

contenido lipidico (57).

Gobalmente, los datos sugieren una mas fuerte asociacion del cancer colorectal con carne que con

cualquier nutrientes asociados, y que mientras tanto, la carne procesada, como la grasa animal saturada
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estan posiblemente asociados con un aumento del riesgo de cancer colorectal y no parecen tener una

grande influencia los alimentos ricos en grasa total, o ricos en proteinas totales.

Hay estudios buscando una asociacion entre la ingestion elevada de calcio y el cancer colorectal, pero
los resultados no son consistentes. aungue haiga articulos hablando de la asociacion entre el célcio y la

reducion de la proliferacion en la parte superior de las criptas de la mucosa del colon (58).

Datos acumulados mostram que las elevaciones de la tasa de calcium disminuen la probabilidad de

aparecimiento de adenomas metacronos (59).

Hay un trabajo reciente, duplamente ciego, con intervencion controlada que mostra una reduccion

significativamente estadistica de 15%-20% en la incidencia de adenomas colorectales metacronos (60).

Hay algunas otras variables alimentarias, en grados variados, asociados con riesgo aumentado de
cancer colorectal /e.g. consumo aumentado de huevos, azicar y mayor frecuencia del nimero de
refecciones al dia), y otros alimentos estan asociados con, posiblemente (e.g. Carbohidratos complejos,

vitaminas DyE).

La relacion entre actividade fisica y una reducion del riesgo del cancer de colon esta entre los
hallazgos mas consistentes en la literatura sobre epidemiologia, muy citada en estudios de actividad

ocupacional, actividad de 6cio y de actividad total.

Personas con niveles elevados de actividad en sus vidas estevieron menos propensos a los riesgos del
cancer de colon y de forma menos expresa al cancer de recto. Cuanto a la masa corporal hay estudios
gue apuntan para un aumento del riesgo del cancer colon dos veces mas cuando su estrutura

corporal/peso esta en valores considerados de obesidad.

En contraste, hay estudios que no mostran ninguna asociacion entre el index de masa corporal (BODY

MASS INDEX — BMI), 6 sea, peso en Kg/altura en m2, y el riesgo de cancer de colon en los hombres.

“Waist-to-hip”ratio mostrd estar asociada con el aumento de riesgo de cancer colorectal en los

hombres pero no em las mujeres (61,62).
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Globalmente, la evidencia sugere que la obesidad puede aumentar el riesgo de cancer de colon
(particularmente en los hombres), pero como con la actividad fisica, la obesidad no parece influencia el

riesgo de cancer rectal.

En 1969, Faumeni y colaboradores verificaron que las “nuns” exhibian un aumento de la incidencia

no solo de canceres asociados a hormonas, pero tambien de cancer de colon (63).

En los afios 70 algunos estudios controlados llegaran a la conclusion (sin la explicar) que ahbia un

mayor riesgo de cancer de colon dentro de las mujeres nuliparas.

En 1980 McMichael y Pottex presentaron una hipdtesis (basada en aquellos estudios, en las
diferencias de incidencia del colon de cancer en los dos sexos, en las diferencias internacionales en la
fertilidad y en datos quimales) en que el aumento de parejas, la edad, lo uso de contraceptivos orales,
cada uno por si, estarian asociados con un reducido riesgo de cancer de c6lon como resultado evidente
de los cambios en los lipidos y acidos biliares que ocurren con los cambios en el medio hormonal.
Actualmente, hay otra hipotesis, que poria explicar la influencia de las hormonas en el cancer de colon,
mediante la metilacion de los receptores de estrogenos y con el menor riesgo de polipos adenomatosos,
que se observan en las mujeres que estan sob terapia hormonal de substitucion, (64) y con el menor
riesgo de polipos adenomatosos, que se observan en las mujeres que estan sob terapia hormonal de
substitucion (65-69).

Dentro de los factores epidemioldgicos en que el riesgo de cancer colorectal esta aumentada, la
historia familiar tiene un grande destaque (sindromes de alto riesgo), comparativamente con la poblacién
en general Personas con historia familiar de cancer colorectal tienen una probabilidade doble de riesgo

de cancer colorectal comparativamente con la poblacion en general (70-74)
Los medicamentos del grupo anti-inflamatorios no esteroides, incluyendo la aspirina, han sido

consistentemente asociados con un riesgo reducido de cancer colorectal (75-81). Cuatro estudios

conjuntos sefialaron mas bajo riesgo de cancer colorectal 6 mortalidad mas baja (82-85).
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Hay estudios que concluyron con la asociacion inversa entre los polipos adenomatosos y el uso
regular de aspirina (86,87). Un estudio con sulindac revelé que los pacientes con polyposis adenomatosa
familiar tenian regresion significativa con su tratamiento (88). Sin embargo, hay algunos estudios que no
son tan conclusivos sobre la influencia de los anti-inflamatorios no esteroides, incluendo a aspirina (89-
91).

En los roedores, la aspirina, la indometacina, el sulindac, el piroxican y el celecoxib (un inibidor de la

ciclooxigenase-2 [COX-2]especifica) inibem la carcinogenesis (92-97).

Los cigarrillos no han demostrado significatimente aumentar el riesgo de cancer colorectal, pero los
cigarros y la pipa si (98,99). Sin embargo hay estudios que verificaram existir un riesgo mas elevado de
cancer colorectal entre los fumadores de cigarrilos, especialmente aquellos con una longa historia de
ahumar (100-103). Todos los estudios que encontraron asociacion entre ahumar cigarrillos y polipos
adenomatosos, también mostraron elevado riesgo de cancer colorectal (104-116). En 1957, en la primera
vez fue referido en un estudio que encontr6 un elevado riesgo de cancer colorectal entre los grandes

bebedores diarios de cerveza, cuando es comparado con los abstemios (117).

Subsecuentemente, esta asociacion con canceres del colon fue explorada en muchos otros estudios.
Sin embrago hay estudios divergentes cuanto al riesgo de cancer colorectal y sumortalidad. No hay una
fuerte evidencia que sugira que una origen de alcohol (por ejemplo, cerveza) tenga mas asociacion con
el aumento de riesgo de cancer colorectal, que con cualquier otra bebida alcoholica. La informacion del
WCRF (Fundacién de Investigacion de Cancer Mundial) concluy6 que “... el alto consumo de alcohol
problemente aumento el riesgo de canceres del colon y recto”, y la asociacion esta

probablemente”’relacionada con la ingestion total de etanol, de acuerdo con el tipo de bebida”.
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CAPITULO VI

6. MUTAGENIOS EN LA ALIMENTACION HUMANA

Varias lineas de evidencia indican que la dieta y los comportamientos dietéticos pueden contribuir al
aumento del riesgo de cancer. Una via para que esto ocurra es a través de la ingestién de mutagenios

alimentarios.

Los canceres esporadicos resultan de interacciones gen-ambiente en que el ambiente incluye
exposiciones endogenas y exdgenas. Cuando se habla de mutagenios alimentarios se define el ambiente

como exposicion alimentaria en el contexto de las interacciones gen-ambiente.

Los mutagenios causan diferentes tipos de dafio del DNA: alteraciones de nucledtidos y aberraciones
cromosOmicas severas. Muchos mutagenios empiezan su accion a nivel del DNA formando complejos,
carcinogenio-DNA que resultan de ligaciones covalentes de una carcinogénesis que puede ser
modificada por trazos heredables, normalmente, genes de baja penetracion que afectan la exposicion del
DNA al mutagénio a través de la activacion metabdlica y detoxificacion o respuestas celulares al dafio

del DNA a través de mecanismos de reparacion del DNA, o de muerte celular.

Existen algunos mutagenios alimentarios identificados (por ejemplo: aflatoxina), o sospechosos (por
ejemplo: N-nitrosaminas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, o aminas heterociclicas). Los 6rganos
objetivo para estos agentes son numerosos, pero hay especificidad 6rgano — objetivo para cada una. La

mutagénesis sin embargo, no es la Unica via que liga los comportamientos dietéticos y los canceres.

Hay una creciente evidencia de que factores epigenéticos incluyen cambios el cuadro de la metilacion
del DNA, causan cancer y pueden ser modificados por componentes alimentares. Ademas, presentan
cambios en el cuadro de metilacion del DNA, causan cancer y pueden ser modificados por componentes

alimentarios. También el dafio del DNA puede ser indirecto desencadenando dafio oxidativo del DNA.
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Cuando se considera la dieta humana, se debe reconocer que los alimentos contienen tanto mutagenios,
como componentes que disminuyen el riesgo de cancer como los antioxidantes. Entonces canceres
relacionados con la nutricion en Gltima consideracién desarollan un balance entre carcinogénesis y

anticarcinogénesis.

El mejor camino para evaluar los riesgos nutricionales es a través de los biomarcadores, pero no hay
un Unico biomarcador que haya sido validado. Aunque los péneles de biomarcadores fuesen de lo mas
apropiado, su uso como reflexion del riesgo de drgano — “Target” permanece por determinar. Asi
mismo cuando nuevos biomarcadores se desarrollan, su aplicacion en 6rganos objetivo es problematica
porque los tejidos no estan facilmente disponibles. Por ahora, muchos biomarcadores son usados en
tejidos sustitutos (por ejemplo: sangre, orina y células de la cavidad oral) que presumiblemente reflejen

los efectos bioldgicos en drganos objetivo.

Los mutagenios alimentarios contribuyen para el aparecimiento del cancer en la extensién de la via de
exposicion (cavidad oral, eséfago y tracto gastrointestinal) y en érganos que no estan en contacto directo
con la via de exposicion (por ejemplo: higado). Aungue haya alguna evidencia de algunos mutagenios
identificados y otros sospechosos no hay un conocimiento exacto de cuales son los mutagenios que
causan canceres que estan asociados con los diferentes tipos de dieta (por ejemplo: dieta rica en grasa).
Por otro lado, son los constituyentes dietéticos los que reducen los riesgos de cancer y en algunos casos
disminuyendo los efectos de los mutagenios alimentarios y compuestos dietéticos que pueden

indirectamente afectar el control celular de la regulacion del DNA, via metilacion.

Los canceres esporadicos resultan de interacciones gene-ambiente en que el ambiente incluye
exposiciones endogenas y exdgenas (1,2). Para efectos de exposicion ambiental, la alimentacion del ser
humano ejerce su efecto a nivel celular e macromolecular. Los mutagenios alimentarios causan
diferentes tipos de dafio del DNA, normalmente alteraciones de nucle6tidos y aberraciones
cromosomicas severas. Muchos mutagenios comienzan su accién a nivel de DNA formando
cancinogénio — DNA “adducts” (3-5), que resultan de ligaciones covalentes de un carcinogenio, 0 parte
de un carcinogenio, a un nucleétido. Sin embargo, los efectos de los mutagenios alimentares en la
carcinogénesis pueden ser modificados por trazos hereditarios, normalmente, genes de baja penetrancia
que afectan la exposicion mutagenia del DNA a traves de la activacion y “detoxification”, 0 respuestas

celulares al dafio del DNA a través de los mecanismos de reparacion del DNA, o de muerte celular.
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Hay datos que indican que los mutagenios alimentarios y los carcinogenios alimentarios afectan
organos especificos en vez de afectar cada 6rgano en el cuerpo. Separadamente los alimentos contienen
substancias que probablemente reducen el riesgo de cancer, tales como los antioxidantes o algunos tipos
de fibras. Debe ser reconocido que los canceres relacionados con la nutricion ocurren mediante una

alteracion del equilibrio entre la carcinogénesis y la anticarcinogénesis.

La mutagénesis no es la Unica via que liga la exposicion dietética y los canceres. Hay evidencia
creciente que factores epigenéticos, incluyendo cambios en los cuadros de metilacion del DNA causan
cancer (6) y que pueden ser modificados por componentes dietéticos (7). También el dafio del DNA
puede ser indirecto por desencadenamiento de dafio oxidativo del DNA (8,9).

6.1 Mutagénesis y carcinogéenesis

Después de entrar en el cuerpo, los mutagenios alimentarios sufren activaciébn metabodlica y
“detoxification” por enzimas enddgenas (10), cuyo papel es liberar el cuerpo de compuestos extrafios.

A veces los mutagenios quimicamente modificados que son mas reactivos (electrofilicos) se ligan al
DNA en vez de las moléculas portadoras excretorias. Esta ligacion puede entonces causar errores de
codificacion en el momento de la replicacién del DNA. Sin embargo, los mecanismos de reparacion de
DNA redundantes que existen, pueden reparar los “adducts” del DNA (reparacion por excision), que a
su vez pueden ser ayudados por procesos que desencadenan en paraje del ciclo celular y por eso
permiten mas tiempo para la reparacion del DNA.

Estos procesos del ciclo celular son desencadenados por dafios del DNA. Si los DNA adducts, sin
embargo, no son reparados, pueden causar “point mutations”, delecciones, inserciones o anomalias
cromosomicas severas. Ni todos los “adducts” son promutagenios, y algunas secuencias son mas
propensas para permitir la formacion de “adducts” o mutaciones. Si ocurren anomalias cromosomicas
severas, entonces hay enzimas de reparacién de DNA (reparacidn por recombinacién), que son ayudadas
por otras proteinas que retrasan el ciclo celular. Si persiste el dafio del DNA, las células sufren muerte

celular (oncosis 0 apoptosis), excepto si hay una orientacion clonal selectiva.
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Algunas exposiciones dietéticas pueden plausiblemente modificar los efectos de los mutagenios
alimentarios. Por ejemplo, las bebidas alcohdlicas inducen una isoforma de citocromo P450 (Cyp)2EL,
que metabodlicamente activa las N-nitrosaminas, mientras que la ingestion de vitamina C previne la
formacion de N-nitrosaminas. La exposicion a ciertos mutagenios alimentarios tales como hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH) puede inducir CyP1A1, que entonces aumenta la activacion metabdlica

de estos compuestos.

Los genes relacionados con el cancer pueden ser clasificados como protooncogenes y genes
supresores de tumor. Los primeros son genes normalmente funcionales que regulan la replicacion y la
diferenciacion del crecimiento celular normal, pero contribuyen para la carcinogénesis cuando sufren

mutacién, de tal modo que se orientan para una expresion genética descontrolada y proliferacion celular.

Los genes supresores de tumores también regulan el crecimiento, la replicacién y la diferenciacion
pero contribuyen para la carcinogénesis cuando una mutacién lleva a la pérdida de la funcion mas
reciente. Los genes relacionados con el cancer han sido clasificados como caretaker (“reparadores”),

“guardianes” Yy “landscaper” (11,12).

Los genes “caretaker” son responsables de la mantenimiento de la integridad gendmica (por ejemplo:
reparacion del DNA, activacion metabdlica y detoxificacion), y cuando son mutados aumentan la
probabilidad de mutaciones en otros genes.

Los genes “gatekeeper”(guardianes) son responsables del control del ciclo celular sefial conocido
como “transducion” 'y replicacion. Una vez mutados, estos genes permiten la expansion clonal
selectiva. Los genes “landscaper” son responsables del abastecimiento de sefiales para las celulas
adyacentes. Aunque la clasificacién de estos genes haya sido originalmente propuesta en el contexto de
genes de elevada penetracion y sindromes de cancer familiar, el concepto es también aplicable para los
genes de baja penetracion y interacciones gen-ambiente (2). Las funciones genéticas especificas y el
modo como los genes son mutados deben llevar a diferentes paradigmas en el riesgo de cancer, asi como

en los modelos estadisticos para el abordaje de las interacciones gen-gen.

Los efectos de los mutagenios alimentarios en los genes “caretaker” Yy ‘“gatekeeper” pueden

teoricamente ser modulados por variacion interindividual en funcion de cualquier enzima envuelta en el
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dafio del DNA y su respuesta (activacion metabdlica, “detoxification”, reparacion del DNA, control del
ciclo celular, apoptosis, etc.). Para los mutagenios alimentarios que llevan al céncer, la variacion
interindividual es comandada por polimorfismos genéticos, donde la frecuencia de la variante genética

es > 1% en la poblacién en consideracion.

El riesgo del cancer esporadico es usualmente modificado por polimorfismos genéticos en los genes
de baja penetracion (el riesgo de trazo genético es >1, pero menos de 2), y los riesgos de estos genes son
mucho més veces identificados en el contexto de la exposicion y no como un efecto principal. Es
importante imaginar que aunque el aumento en el riesgo de cancer asociado con polimorfismos en genes
de baja penetrancia es pequefio, el riesgo atribuible en la poblacion es grande debido a la elevada
frecuencia de las variantes (2). Mucha de la investigacion para las susceptibilidades genéticas se ha
enfocado en el metabolismo de la carcinogénesis y la “detoxificacion” (13-15), y mas recientemente se
ha enfocado en la reparaciéon del DNA (16). Son necesarios esfuerzos en el sentido de estudiar los genes
“gatekeeper” Yy otros “caretaker”. EXiste la necesidad de identificar los mutagenios alimentarios, o sea,
que pueden causar cancer, a través de estudios experimentales y de la utilizacion de biomarcadores para
evaluar los efectos humanos. Al establecer el papel de los mutagenios humanos en la carcinogénesis se
torna necesario disponer de los datos y de interpretar su evidencia experimental y les atribuye una
relacion de causalidad. (17).

El estudio de los mutagenios alimentarios incluye tareas complementarias, tales como sistemas de
modelos quimicos que identifican la estructura de los carcinogénesis y su modo de accion, (18,19),
modelos de culturas de células humanas y animales que verifican la aplicabilidad de la quimica a un
sistema en vivo (20), modelos en vivo de la carcinogénesis (21,22) y estudios e epidemiolédgicos

adicionales que incorporan biomarcadores identificados usando otros modelos (1,15).

Los diferentes tipos de métodos para estudiar los mutagenios alimentarios deben ser interpretados en

el contexto de mas que un cenario (23), las dosis usadas (24) y de los érganos “target” (25).
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Por ejemplo, la previsibilidad para la carcinogenesis humana de cualquier método singular (por
ejemplo: cultura de células in vitro o estudio animal experimental) es baja, y la concordancia entre
diferentes sistemas experimentales es variable.

Hay diferencias significantes en la susceptibilidad entre las especies; algunas son mas sensitivas que
otras, de lo que la extrapolacion de la experiencia animal para la humana puede ser dificil (25-28).
Aungue un estudio pueda indicar el potencial mutagénico de un mutagenio alimentario, actualmente la
causa de mutaciones y cancer en humanos puede ser solamente demostrada en humanos. Células

genéticamente alteradas y animales pueden aumentar el rigor de los tests laboratoriales predictivos. (29).

Metodologias de “screening” (busquedas de alto rendimiento) se estan desarrollando para su uso en
sistemas experimentales y estudios epidemioldgicos (30-32). Un elevado rendimiento puede referirse a
la capacidad para identificar un gran nudmero de efectos celulares en un Unico experimento o la
aplicacion de un test en gran nimero de sujetos. Los nuevos métodos incluyen rastreos [Large —scale
genomic sreens] gendmicos en gran escala basados en “microarrays” (33,34) y “Screns” protedmicos
basados electroforesis 2-D con deteccion espectrométrica de masa (FM-Ref.35 ,36) 0 “suface-enhanced

laser desorption/ionization” (37).

Los métodos gendmicos y protedmicos son plausiblemente utiles “to screen” para rastrear los efectos
toxicolOgicos y eventos carcinogénicos precoces in vitro y estudios experimentales in vivo (38,39).
Algunos métodos pueden ser aplicados a un gran nimero de asuntos epidemioldgicos (40). Sin embargo,
la interpretacion de los datos, cuando hay un gran numero de datos puntuales, tanto para genes
conocidos, como para genes desconocidos, las proteinas desafian los modelos estadisticos existentes y
requieren nuevos cometidos para interpretacion de los datos. Por ejemplo, los mejores métodos para
determinar cuadros Unicos de expresion que son representativos de un efecto toxico determinado o

agrupamiento de respuestas que prevén una combinacion de efectos, estan actualmente a ser probados.
Estos métodos usan una agrupacion de datos basada en relaciones estadisticas 0 vias bioldgicas.
Otros avances nuevos proporcionan a los investigadores fuertes herramientas para el analisis de las

vias carcinogénicas relacionadas con la dieta. La sintesis combinatoria de los compuestos quimicos ha

aumentado tremendamente la produccién de quimicos novel y drogas incluyendo suplementos dietéticos
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(41-43). Estos representan nuevas oportunidades para la expansion de la investigacion del cancer, asi

como la comprension de la carcinogénesis.

Ensayos con biomarcadores son frecuentemente usados para evaluar la exposicion a mutagenios
alimentarios y de como el cuerpo responde a esas exposiciones. Cualquier ensayo que sea ejecutado en
un fluido bioldgico o tejido puede ser considerado un ensayo de biomarcador. Cualquier exposicion en
este contexto puede referirse a la exposicion a niveles celular y macromolecular al contrario de lo que
puede ser en los géneros alimenticios o reflejados en los comportamientos dietéticos. Un planteamiento
conceptual importante es considerar la dosis biolégicamente efectiva de un mutagenio (44), que es una
medida del efecto del mutagenio en el DNA (i.e. carcinogenio-DNA “adducts”, alteraciones de

nucleétidos, aberraciones cromosémicas) o su substituto.

La dosis biologicamente efectiva es un fenotipo de la respuesta de la persona a la exposicion;
normalmente el resultado efectivo de la activacion metabdlica y “detoxificacion”, una falta de la
reparacion del DNA y una falta del desencadenamiento de la muerte celular. Porque los estudios
epidemiolégicos necesariamente asientan en la recordacion del comportamiento dietético y presentan
algunas dificultades para identificar la ingestion de mutagenios alimentarios, el uso dosimetros internos
y de biomarcadores puede reducir esta limitacion, mejorando la clasificacion de la exposicion a nivel
macromolecular y finalmente la mejoria de la evaluacion de los riesgos (45,46). Las encuestas corrientes
y los ensayos de biomarcadores son usualmente complementarios y son muy poderosos cuando son

usados en conjunto.

El uso de biomarcadores en la epidemiologia mejora las evaluaciones de las exposiciones (e.g.
caracterizando exposiciones de bajas dosis o poblaciones de bajo riesgo), favores una contribucion
relativa de carcinogenios quimicos individuales de misturas complexos (e.g., N-nitrosaminas), y evalla
la responsabilidad total de una exposicion particular cuando hay numerosos origenes [e.g. benzo(a)
piereno (bap de la dieta, o tabaco y ocupacional] (47). Generalmente los biomarcadores son
intuitivamente mas informativos y deben ser mejores marcadores del riesgo de enfermedad. Sin
embargo, muchas veces estos ensayos son técnicamente limitados y “target” el tejido es dificil de

obtener.

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 106 / 279



Aunque los marcadores substitutos y el uso de tejidos substitutos sean populares porque reducen las
dificultades técnicas, solamente un pequefio esfuerzo ha sido efectuado para tener la seguridad que la
substitucion refleje los efectos en estudio. Son necesarios estudios correlacionados y por eso ensayos
gue midan directamente los efectos de interés de los érganos “target”, también son necesarios que éstos
puedan ser técnicamente limitados, de trabajo intensivo, o usados en un pequefio numero de sujetos.
Como un ejemplo, la relacién de marcadores substitutos, tales como “adducts” carcinogenio-DNA en la
sangre con el 6rgano “target” ha sido parcialmente establecida (48,49). Recientemente el énfasis en la
metodologia y control de calidad en laboratorios de investigacion que tienen su actividad con

biomarcadores relacionados con la mutagénesis ha progresado.

Una variedad de ensayos estan disponibles para identificar “adducts” carcinogenio-macromoléculas
en tejidos humanos (50-56). Estos incluyen el “32P-postlabeling assay/nucleotide cromatografia”,
imunoensayos tales como imunohistoquimica, espetroscopia de fluorescencia, cromatografia de
gas/espetroscopia de masa y deteccion quimica eléctrica. Los métodos mas recientes tienen una gran
ventaja con las nuevas tecnologias, incluyendo las radiomarcaciones detectables en muy bajas dosis (56)
y detectores de fluorescencia. Cada uno de estos ensayos “adduct” tiene sus utilidades y limitaciones y

todos son confrontados por la sensibilidad y/o especificidad.

Otros ensayos con biomarcadores han sido usados para evaluar las consecuencias bioldgicas a la
exposicién a los mutagenios. Un ensayo no especifico es la medicion de la mutagenicidad de la orina,
donde extractos de orina humana son usados en el ensayo de la mutacion de la Salmonella. También,
cambios de la cromatidas hermanas y aberraciones cromosomicas pueden ser medidas en culturas de
linfocitos, pero estos son probablemente muy poco especificos y Utiles en la evaluacion de los efectos

dietéticos.

El estudio de las mutaciones en el gen supresor de tumor p53 estd Unicamente situado para el estudio
de la etiologia del cancer, exposicion y susceptibilidad (57), son celulares, incluyendo la manutencion de
la estabilidad genomica, muerte celular programada (apoptosis), reparacion del DNA y control del ciclo
celular (58,59).

La frecuencia de la mutacion del p53 en el cancer varia con el sitio del 6rgano y subtipo histolégico

(60), la que indica que los canceres ocurren a través de diferentes vias y exposiciones a nivel celular.

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 107/ 279



Hay varios ejemplos de exposiciones carcinogénicas especificas que estan ligadas a canceres via un
mecanismo mutacional del p53, particularmente para la exposicion de la aflatoxina B1 de la dieta y un
hallazgo consistente de mutaciones en el tercer par nucle6tido del colon 249 en los canceres del higado
en regiones con exposicion endémica a la aflatoxin B1 (61,62). Combinaciones de estas exposiciones
también pueden llevar a diferentes salidas en el mismo sitio de un drgano. Un efecto interactivo de la

exposicion de la hepatitis B y aflatoxinas aumenta el riesgo de mutaciones (63).

Los ensayos por biomarcadores pueden ser Gtiles en la confirmacion de una hipdtesis con vista a las
relaciones etioldgicas. Por ejemplo, aunque las bebidas alcohdlicas estén asociadas con canceres de la
cavidad oral y poco con los canceres de mama (64-66), el agente carcinogénico permanece desconocido.
El etanol es oxidado para acetaldeido, que es flacamente mutagénico. Esta oxidacion es gobernada por
las dehidrogenases alcohol (ADH) y el gene ADH13 es polimorfico. En estudios diferentes, el alelo
correspondiente a la capacidad oxidativa aumentada estaba asociado con canceres de la cavidad oral (67)
y de la mama (68).

Separadamente un papel hacia el dafio oxidativo en el cancer de la mama es soportado por estudios del
gen dismutase superoxido manganese; las variantes polimérficas aumentan el riesgo de cancer de mama,

que eran las mayores en personas con baja ingestion de antioxidante alimentario (69).

6.2 Aflatoxina B1

Estudios de la exposicion de la aflatoxina B1 han revelado un paradigma claro para un mutagenio
alimentario relacionado con el riesgo del cancer. Aunque las infecciones de las hepatitis B y C causen un
riesgo mas elevado que con la exposicion a la aflatoxin B1, existen tanto los datos laboratoriales, como
epidemioldgicos que establecen la causalidad del papel de la aflatoxina en la carcinogénesis del higado
(46). La exposicion a la aflatoxina B1 ocurre a través de la contaminacion del trigo y alimentacién para
animales con moho (70), que puede ser transmitido transplacentariamente (71) y a al recién-nacido via
alimentacion mamaria (72). Las exposiciones son bajas en los Estados Unidos, pero pueden ser elevadas
en la China y partes de Africa. Modelos animales laboratoriales indican que las aflatoxinas son

mutagénicas y carcinogénicas (46).

Estudios epidemioldgicos en Africa y en Asia, en donde ocurren niveles elevados de exposicion, la

ligacion de la exposicién de aflatoxina B1, y los carcinomas hepatocelulares (63,74-76) y el riesgo,
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revelan un efecto sinérgico con las infecciones por virus de la hepatitis (63). EI mecanismo de accion
para la mutagenicidad de la aflatoxina B1 comienza con la activacion metabdlica por CYP3A4,
CYP3AS5 y/6 CYP1A2 (77-81) que forma un exo-8,9-epdxido y la subsecuente adduct formacion y
dafio del DNA (82,83). Este dafio ha evidenciado in vitro causar substituciones del nucleétido guamina

(84), especificamente en el codon 249 del gen p53 (85).

Los cénceres del higado en areas con elevados niveles de contaminacion con aflatoxina casi siempre
tienen mutaciones del codon 249, del gene p53, mientras la frecuencia de esta mutacion es baja en areas
de baja contaminacion y en areas de contaminacion intermediaria (60,86,87).

Curiosamente parece haber un efecto interactivo para el aumento de mutaciones en el p53 en personas
con hepatitis B y coexposicion de afaltoxina (74). Varios ensayos con biomarcadores para la exposicion
con aflatoxina han sido desarrollados (46,88). Aunque sea preferible medir la dosis biol6gicamente
efectiva en el higado, porque este es el 6rgano “target”, €so no es practico. Entonces los métodos han

enfocado los marcadores en la sangre y orina.

Los niveles aflatoxina “addctus” varian entre las areas de baja y elevada contaminacién (89). Las
mediciones del “adduct” o su metabolito en la orina indican un efecto dosis-respuesta para la
exposicion a la aflotoxina B1 y su relacion con el cancer de higado (46,63). El efecto es multiplicativo

en personas infectadas con hepatitis B 6 C (90, 91).

La “detoxification” de los ex0-8,9-epoxidos de la aflatoxina por conjugacion con el glutation llevo a
estudios de “oltipraz” como un agente quimoprotector, porque es un inductor del enzima M1 glutationa
transferesa (92,93).

6.3 Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH)

Los compuestos PAH son formados durante la combustion incompleta de materia organica. Once
compuestos PAH han sido clasificados como carcinogénicos para los animales de laboratorio (94), y los
compuestos PAH son carcinogénicos humanos (95). Esta calculado que en nuestra dieta son vehiculados
cerca de 3mg de PAH/dia (96,07), lo que se compara a una exposicion de 2-5m PAH/dia, por paquete
de cigarrillos en el fumador regular. Entonces la exposicion de la dieta puede ser significativa en no

fumadores y asi mismo exceder el nivel de los fumadores regulares. Datos corroborativos indican que la
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exposicion de PAH en la dieta es importante, son los datos que corresponden a la ingestion de carne
emparrillada que estd mas correlacionada con los “adducts” del DNA relacionados con el PAH en la
sangre que con el fumar (98,99).

La exposicion de los alimentos a los PAH y el riesgo de cancer han recibido poca atencion. Los
efectos de la exposicion de PAH, los cuales son medidos en otros escenarios (e.g., fumar tabaco y
locales de trabajo), indican que los 6rganos “target” para los compuestos PAH son los pulmones, la
orofaringe, la mama, el aparato genitourinario y el tracto gastrointestinal. Entonces los biomarcadores
para la evaluacion de PAH enfocaran el estudio de estos 6rganos “farget”, 0 en los tejidos substitutos de

estos 6rganos.

En los estudios animales de laboratorio con PAH, las dietas contaminadas con PAH consistentemente
inducen tumores del tubo digestivo superior y también pueden inducir tumores del pulmén (100-105).
En los humanos hay alguna evidencia para la asociacion de la exposicion de la dieta por PAH con el
cancer de colon (106,107).

Estudios humanos y animales (108,109,110) sugieren que el PAH de la dieta es distribuido en otros
organos asimismo en los tejidos expuestos localmente, es necesario considerar que el PAH dietético
pueda contribuir para el riesgo de cancer de pulmén y mama. Aungue la contribucién del PAH en la
dieta responsable por la contaminacion del cuerpo sea cuantificable (111,112), la presencia ubiquitaria
de PAH en el ambiente (113) y la presencia de otros cancerigenos en los mismos alimentos (114,115)
hace dificil la interpretacién de los estudios epidemioldgicos del riesgo de cancer por el PAH en la dieta.
Puede ser posible distinguir las exposiciones de PAH en la dieta de fumadores por la medicion de los
biomarcadores especificos de cada [e.g., medicion simultanea de 1-hidroxipireno para evaluar la
ingestion total de PAH (116) y 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol (NNAL) para evaluar la
contribucion debido al fumar (51)]. Ademas, el PAH de la dieta es invariablemente una mistura

compleja de compuestos que se torna dificil predecir las consecuencias metabolicas y carcinogénicas.

El benzo(a)prireno es el compuesto PAH mejor caracterizado disponible en la dieta. La region

(“bay-region”) expoxidodiol se liga al DNA principalmente como N2-dexoxiguanosine “adduct”
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(117). La activacion metabdlica por el CYP1A (118) y por el CYP1B (119,120) enzimas es requerida
para la formacion de “adducts”.

Los “adducts” BaP pueden ser cuantificados por varios métodos sensitivos (56, 121,122). Existen
otros métodos para detectar metabolitos de PAH [e.g., BaP-tetrol urinario (123) y 3-hidroxibenzeno

(a) pireno urinario (124)].

Los BaP “adducts” dan la informacion de la dosis biol6gicamente activa y sugieren una ligacion al
riesgo del cancer del pulmon (125,126); ellos estdn también asociados con mutaciones de regiones
calientes especificos de sitio en el gen supresor de tumor p53 (60,127) y a mutaciones observadas en el
cancer del pulmdn de los fumadores (128). Similar es la evidencia para los canceres asociados con el

PAH en la dieta deben ser investigados, por ejemplo, en los canceres gastrointestinales.

6.4 N-Nitrosaminas

Los humanos estan expuestos a los compuestos N-nitroso en la dieta de una variedad de carnes

curadas y pescados y sus derivados (129,130).

Las N-nitrosaminas pueden ser formadas in vivo durante la ingestion simultanea de “nitrite or

nitrogen oxides” 'y un substracto “nitrosable” tales como una amina secundaria (131).

Las N-nitrosaminas de la dieta han sido implicadas en los canceres de eséfago y de otras partes del
aparato digestivo (gastrointestinal) (130,132); por ejemplo, las N-nitrosaminas son consideradas un
carcinogenio importante en algunas regiones de China e Japon. Los estudios con biomarcadores
muestran que los N-nitrosaminas “adductus” son mas elevados en estas partes del mundo, cuando son
comparados con areas de baja concentracion de N-nitrosaminas (133,134).

Aunque el humo del tabaco y las nitrosaminas especificas del tabaco causen cancer del pulmén

(51,135), las N-nitrosaminas de la dieta pueden también contribuir para el cancer del pulmon (136-138).
Modelos animales experimentales soportan fuertemente las propiedades carcinogénicas de las N-
nitrosaminas de la dieta (130). En realidad, hay una fuerte concordancia entre las especies animales

aunque con diferente especificidad de 6rgano, tipo de compuesto y dosis (139). Cancer de pulmén,
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higado, rifion, glandula mamaria, estbmago, pancreas, vejiga o esdfago son érganos en los cuales hay
una asociacion segura con las N-nitrosaminas (140). Estos sitios son considerados como érganos
“Target” en los humanos, y por eso los ensayos con biomarcadores son adecuados para ellos.

Las N-nitrosaminas son un grupo grande de compuestos con un mecanismo carcinogénico comun. La
N-nitrosodimetilmina es formada frecuentemente como el resultado de exposiciones de la dieta. La N-
nitrosodimetilamina sufre hidroxilacién enzimatica e hidrdlisis subsecuente a un aldheido y una
monoalquilnitrosamina que finalmente se estabiliza liberando un “Carbocation” que es reactivo con las
bases del DNA (141, 142). La hidroxilacion es catalizada principalmente por CYP2EL (143,144), pero
otras isoformas del citocromo p450, incluyendo CYP2A6 han sido implicadas (14,145).

La O6-metilguamina” es principalmente responsable por la mutagenicidad y carcinogenicidad de los

agentes alquilantes (146,147).

La “O6-metilguanina” lleva a transiciones GC-AT en culturas de células (148) y modelos animales

(149) si no hay reparacion por la “O6-metilguanina transferase” (150,151).

Ha sido observada una mutacion especifica en el codon 12/13 del oncogene ras en animales expuestos
a agentes alquilantes (152) [evidencia posterior sugirié que esto puede haber sido debido a seleccion
clonal al en ves de una mutacién (153)] y en tumores gastrointestinales humanos de etiologia
desconocida (154). Aunque la “O6-metilguanina” sea una lesion promutageénica, es técnicamente méas
facil medir la 7-metilguanina, que no es promutagénica, como un marcador de substitucion para el
estudio de la susceptibilidad genética y de la exposicion, porque la 7-metilguanina ocurre en niveles 10
veces mas elevada. Estudios humanos de N-nitrosamina “addcuts” en diferentes tejidos y el uso de
marcadores de susceptibilidad deben ayudar a elucidar los riesgos de las exposiciones de las N-

nitrosaminas.

6.5 Aminas heterociclicas

Las aminas heterociclicas son formadas al cocinar a elevadas temperaturas por pirolisis de las

proteinas, aminoacidos, o creatinina (155) y pueden estar presentes en la dieta humana en
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concentraciones substanciales dependiendo de los habitos y modos de cocinar (156,157). Las aminas

heterociclicas son claramente biodisponibles de la dieta humana normal (158).

La via de bioactivacidn propuesta consiste en la N-hidroxilacion por la CYP1A2 (159) y subsecuente
esterificacion (160,161). El ion “nitrenium” es probablemente la ligacion carcinogénica ultima a las
bases del DNA (162). La activacién metabolica por la CYP1A2 ha sido documentada en persones
después de la caracterizacion extensiva in vitro y en modelos animales (163,164). La activacion por la
CYP1A2 puede ser inducida en humanos alimentados con una alimentacion rica en aminas

heterociclicas (114) y es afectada por polimorfismos de fase 11 activando enzimas (161,165-168).

El &rea de investigacion mas activa en lo que respecta las aminas heterociclicas se dedica mas al

cancer de colon y de mama.

Los compuestos heterociclicos relacionados, sus metabolitos y dosis bioldgicamente efectivas
determinados por DNA-“adducts” y complejos proteicos han sido medidos en estudios humanos,
usando un acelerador de espectrometria de masa (55,169-171) y una variedad de otros métodos
analiticos muy sensitivos (55,172,173). Hay también buena evidencia epidemioldgica correlacionando el
consumo de los alimentos que conteniendo una elevada cantidad de aminas heterociclicas con el cancer
de colon (174-176), aunque esta correlacion no sea consistente (177). Parece que las mutaciones en el
gen APC y en el gen supresor de tumor p53 sugiere una conexién a la exposicion de aminas

heterociclicas (178), pero hay necesidad de mas investigacion para tener seguridad en esta aparrucia.

Aunque la eliminacion de las aminas heterociclicas de la dieta parezca poco préactica, las exposiciones
pueden ser reducidas cocinando los alimentos a bajas temperaturas (156,179). Posible intervenciones
guimiopreventivas basadas en la comprension corriente de los mecanismos carcinogénicos han sido
propuestas (180,181). Existen muchos otros mutagenios alimentarios, asi como hay muchos agentes

vinculados a los alimentos que reducen el riesgo de cancer.
La consideracion integrada de todos estos aspectos permanece problematica por causa de la naturaleza

compleja de la forma como se procesa la exposicion, asi como la documentacion de los habitos

alimentarios y, los medios de investigacion, tienen sus particularidades y limitaciones.
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Los nuevos métodos de evaluacion de los biomarcadores no van sustituir los métodos
epidemiolégicos establecidos, tales como las encuestas y las mediciones de los mutagenios en los

géneros alimentarios, pero todos juntos serdn complementarios.

Los biomarcadores, que dan la evaluacion de los efectos de los mutagenios alimentarios, varian desde
marcadores de susceptibilidad a marcadores fenotipicos de efecto/resultado (mutaciones de p53, sobre
expresion de enzimas, etc). Empleando biomarcadores multiples dentro del ambito de estudios
epidemioldgicos bien concebidos, se pueden identificar nuevos mutagenios alimentarios, o caracterizar

mejor mutagénios previamente establecidos.
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CAPITULO VII

7. HISTORIA FAMILIAR E IDENTIFICACION EN LA
SUSCEPTIBILIDAD HEREDITARIA DEL CANCER

Los sindromes de cancer hereditario cuentan con cerca del 5% de los canceres de mama, ovario y
colon.(1,2). El descubrimiento rapido de genes relacionados con el cancer en los ultimos 15 afios ha
impulsado hacia adelante el campo de la evaluacion del riesgo genético del cancer. Hoy los pacientes y
la sociedad ya comienzan a tener consciencia de las opciones de tests genéticos para descubrir los
potenciales portadores de enfermedades cancerosas con susceptibilidad hereditaria, por lo que los
profesionales de la salud no deben dejar de tener el conocimiento en identificar el riesgo aumentado de
un sindrome canceroso hereditario. Aunque no sean muy frecuentes, esos sindromes son importantes en
ser reconocidos porque ellos confieren un riesgo elevado de canceres multiples primarios que ocurren en
edades mas jovenes, afectando multiples miembros de una familia, que heredan mutaciones genéticas

predispuestas hacia el cancer.

Pacientes y entidades de salud reconocen las ventajas terapéuticas potenciales de identificar el riesgo
de cancer hereditario. EIl proceso de evaluacion sistematica del riesgo de los sindromes de cancer
hereditario se esta tornando cada vez mas importante, lo que merece el reconocimiento de los pacientes
y los médicos (3-8). Los tests genéticos de cancer son unos de los mas fuertes exdmenes de prevision

que los profesionales de la salud pueden prescribir (9,10).

Los médicos de clinica general, los especialistas, los enfermeros y de una forma general los
profesionales de la salud, no geneticistas comenzaron a tener la consciencia de la importancia en tener el
conocimiento de su papel en orientar a los enfermos, en el futuro, para servicios de la genética del

cancer, mediante el pedido mas frecuente de tests genéticos del cancer (11-13). Los médicos, en todos
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los campos de la asistencia clinica pueden reconocer una responsabilidad legal para evaluar y comunicar

el riesgo de cancer de susceptibilidad en los tribunales (14-16).

En este trabajo nos limitaremos a abordar la hereditariedad del cancer del colon (HNPCC). Este
sindrome es particularmente importante porque incluye canceres comunes que son responsables por

condiciones y estados de riesgo que antes no eran conocidos (sindromes de Lynch 'y Lynch II).

7.1 Aspectos generales de la evaluacion del riesgo de céancer hereditario:
identificacion de personas com riesgo aumentado

La mayoria de pacientes que desarrollan cancer de colon y recto es por canceres denominados
esporadicos, esto es, que desarrollan riesgo no familiar, o hereditario. Un pequefio porcentaje de
pacientes con sindrome de cancer hereditario puede ser una presuncion con base en la historia médica
familiar y personal. Los pacientes que presenten determinados aspectos clinicos, como cualquiera de los

siguientes, deberan ser sometidos a evaluaciones e investigacion biomédica adicionales:

a) Dos 0 mas familiares en una familia en los que haya sido diagnosticado un

cancer;
b) El cancer ha sido diagnosticado en un miembro de la familia con menos de cincuenta anos de edad;
¢) El mismo tipo de cancer ha ocurrido en varios miembros de una familia;

d) Mas de un tipo de cancer ocurrido en una persona;

e) Un cancer raro ha ocurrido en uno, 0 mas miembros de una familia.
Hay criterios especificos para los canceres de colon hereditarios (HCC - "hereditary colorectal

cancer").

Usualmente, los datos de la cosecha de la historia familiar son frecuentemente incompletos (17,18).
Cuando una historia familiar es obtenida, frecuentemente, faltan elementos importantes, tales como
detalles criticos necesarios para la evaluacion del riesgo:1) sitio del cancer; 2) edad del diagnostico. Esto

ocurre tanto en los cuidados primarios como en las especialidades. (19, 20).
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Un estudio mostré que la edad de diagnosis estaba documentada en solamente 7% de los familiares
identificados con cancer (17). Las herramientas para ayudar a construir la historia familiar, como las
encuestas y los cuestionarios médicos, que estan en uso desde hace muchos afios, no han evidenciado
mucha eficacia de sus datos y registros. Historias clinicas familiares con la ayuda de ordenadores estan

siendo desarrollados y probadas. (21-25).

En los Estados Unidos hay en la padgina www.nsgc.org, de la National Society of Genetic Counselors
informacidn valiosa para ayudar a los pacientes a aprender como desarrollar una historia familiar y el

arbol genealdgico (26).

7.2 Construccion de un arbol genealogico

Si existe la sospecha de un sindrome de céancer hereditario, se debe obtener una historia familiar
pormenorizada y confirmada, se posible, a través de la revision de los registros médicos. Esto debe ser
hecho como un arbol genealdgico de tres 0 mas generaciones (27). El arbol genealdgico debe incluir
tanto los familiares afectados, como los no afectados y la etnia debe ser identificada. Por ejemplo, en los
Judios Ashkenazi es importante que sea identificada, una vez que existe alguna probabilidad de

mutaciones, e por eso se debe incluir a esta etnia como un factor de riesgo.

Para los familiares afectados, la edad del diagnostico, la muerte y el sitio especifico del cancer deben
ser documentados. Las lesiones de alto riesgo tales como hiperplasia ductal atipica, carcinoma lobular in
situ y polipos del colon deben ser registrados. Para los sindromes con transmision dominante
autosdmica, como el HCC, el arbol genealdgico es frecuentemente sugestivo. Sin embargo, la historia
familiar puede no ser importante, por ejemplo, con una pequefa historia familiar incierta, mutacion de
novo, o penetracién incompleta, con algunos portadores de mutacion que jamas han desarrollado cancer.
Siempre que sea posible, el diagndstico de cancer en el familiar afectado debe ser verificado por

registros patoldgicos, o en los registros médicos.

7.3 Aconsejamento genético y tests

En una publicacion reciente en los Estados Unidos se sefiala que cerca del 30% de médicos de
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cuidados primarios y 33% de médicos especialistas refieren que enviaron pacientes para evaluacion del

riesgo de cancer hereditario, o requirieron tests para descubrir condiciones de cancer hereditario (10).

Maés del 80% de los médicos de los cuidados primarios de salud acreditan que el niUmero de pacientes
que necesitan de tests genéticos aumentara en los proximos cinco afios (12). Dentro de los especialistas,
los oncologistas son los que mas veces piden tests de susceptibilidad genética, seguidos de los cirujanos
y de los gastroenterologistas. Mientras cualquier médico puede requerir los tests de susceptibilidad
geneética para el cancer, la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO-"American Society of
Clinical Oncology™) recomienda que los tests de predisposicion para el cancer deben ser hechos
solamente si es hecha una historia detallada pretest, para asi obtener las mejores interpretaciones y
consecuentemente buenos resultados (27,28).

7.4 El Proceso de aconsejamento genético

Primeramente, tiene que haber una historia familiar detallada, antes de la entrevista personal,
pudiendo ser inclusive por teléfono. Deben ser consultados, siempre que sea posible, los registros
médicos de los familiares, para verificar el diagnostico de cancer. Si la persona que quiere someterse a
un test genético de cancer no ha tenido un cancer, debe ser animada a identificar algun familiar que

tenga (o ha tenido) un tipo de c&ncer y estar interesada en someterse a un test genético.

Si la decision es tomada para intentar saber el potencial existencial de predisposicién de cancer, el
pretest y el consentimiento informado deben ser seguidos de un segundo descansillo para los familiares
de primer grado (padres, hijos, hermanos). Idealmente, lo mas aconsejable, es que los pacientes tendran
un periodo de tiempo para reflexionar en su decision antes de firmar el documento de consentimiento y

entonces dar inicio a los tests.

Finalmente, el dltimo descansillo del proceso involucra el aconsejamiento de un post-test cuando el

individuo recibe los resultados.
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7.5 Componentes del consetimiento informado

En Estados Unidos ASCO (American Society of Clinical Oncology) enumera 12 elementos que
deben ser abordados antes del consentimiento informado que pueden influenciar la predisposicién del

paciente, 0 persona, para se someter a los tests de susceptibilidad hacia el cancer (28):

01 - Informacion sobre el test especifico a que el paciente se va a someter;

02 - Implicaciones sobre un resultado positivo 0 negativo;

03 - Posibilidad del test a no ser informativo;

04 - Opciones del riesgo sin el test genético;

05 - Riesgo de transmitir una mutacion a un hijo;

06 - Rigor técnico del test;

07 - Precio del test y las consultas;

08 - Implicaciones psicoldgicas de los resultados de los tests (beneficios y riesgos);

09 - Riesgos de inseguridad de discriminacién del empleador;

10 - Confidencialidad de todo el proceso;

11 - Opciones y limitaciones de la vigilancia médica y estrategias para la prevencion después del test;
12 - Importancia de compartir los tests genéticos con familiares de alto riesgo para que ellos se

puedan beneficiar de esta informacion (29,30).

Ademas, los laboratorios de tests genéticos deben requerir informacion clinica especifica, invitando al

paciente a firmar su propio documento de consentimiento (31).

El propdsito es determinar si una mutacién puede ser detectada en un gen de la susceptibilidad de un
cancer especifico. Se debe especificar si una muestra de sangre o de otras células es para evaluar
mutacionesde la linea germinal presentes en cada célula del cuerpo, o si la muestra es de un tejido

canceroso para ser evaluado en las eventuales y potenciales mutaciones.

La sensibilidad de los tests para detectar las mutaciones que predisponen hacia el cancer es
dependiente del método molecular usado. Existen numerosos métodos moleculares. Por ejemplo, el test
genético usado en la FAP (“"Familial Adenomatous Polyposis™) incluye la secuencia génica completa,

test de "truncation" de proteinas y una combinacion de los dos. La sensibilidad se sitGa entre los 80% y
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los 95% (32,33). de las tasas detenidas de cada laboratorio de tests.

Sin embargo, el valor de prevision positiva de un test diagndstico depende no solamente en cuanto a
su sensibilidad, de mutacion pretest, sino estd basada en la historia personal y familiar, asi como en

antecedentes étnicos.

7.6 Implicaciones de un resultado positivo 0 negativo y posibilidad del test a no ser
informativo

Siempre que sea posible, debe ser probada una muestra de sangre o tejido canceroso en un miembro
en la primera vez de este test para busca de mutaciones conocidas que pueden estar asociadas con un
tipo de cancer hereditario, por ejemplo, mediante la secuenciacion completa de los genes. Si es
encontrada una mutacién asociada con cancer, los otros miembros de la familia deben tener a su

disposicion un analisis especifico de mutacion (también llamada anélisis de sitio singular).

Un resultado positivo indica que el individuo estd en riesgo aumentado de cancer. Un resultado
negativo (ausencia de una mutacién asociada con cancer encontrado en un familiar afectado) implica
que el riesgo del individuo no afectado del cancer no es mayor que la poblacion general (34). Las
personas deben pensar que si tienen un test negativo estan incluidas en las reglas generales de rastreo de

la poblacion general.

Muchas personas no tienen algun familiar con historia de cancer o no se encuentran motivados, sin
embargo, hay por veces circunstancias en que es aconsejable hacer un test de susceptibilidad de cancer.

Un resultado positivo implica que hay un riesgo aumentado de desarrollar cancer.

Un test negativo no excluye la posibilidad de una anomalia en un gen que no puede ser detectado por
secuenciacion de DNA, o anomalias en otros genes responsables que todavia no estan identificados para
la susceptibilidad heredada hacia el cancer. Por eso, un resultado negativo, cuando no ha sido encontrada
cualquier mutacidn asociada con cancer en la familia, es un test “no informativo”.Algunos laboratorios
disponen de testes de mutaciones multiplas asociadas para individuos de poblaciones con mutaciones
“founder” conocidas. Las mutaciones asociadas son aquellas Unicas y especificas para una cierta

poblacién.
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Las mujeres descendientes de judios Ashkenazi tienen un riesgo de 23% de ser portadoras de la
mutacion genética BRCAL, o0 BRCA2, la mayoria de las cuales son mutaciones “founder” (35). Por
ejemplo, cuando se realizan mutaciones para mutaciones BRCA en judios Ashkenazi (los que tienen
ancestros en Europa del Este, como son el 95% de los judios en los Estados Unidos) es razonable
comenzar por probar tres mutaciones “founder” asociadas con cancer que prevalecen en esta poblacion:
187dellAG, 5385insC, y 6174dellT. Si ninguna de estas esta presente, se pueden elegir tests que deben
seguirse, e.g. secuencia completa de los genes BRCAL1 y BRCAZ2.

La secuencia del DNA puede revelar una variante genética de significado incierto. Las variantes
genéticas de significado incierto muchas veces resultan de mutaciones sin sentido, o de un cambio de un
par de bases singulares en un gen con efectos desconocidos en el producto proteico. Las implicaciones
clinicas son desconocidas, y el test es considerado no ser informativo en cuanto al riesgo de cancer. Los
resultados variantes son relativamente comunes en los tests de BRCAl y BRCA2 y ocurren en
aproximadamente en 10% de ejemplos (36).

Al probar las mutaciones “germlines”, 10s pacientes deben estar conscientes que las personas que
sean portadoras de una mutacion tienen 50% de posibilidades de transmitirla a cada uno de sus hijos. La
realizacion de tests en nifios para buscar mutaciones de cancer hereditario es recomendada solamente en

las estrategias de prevencion necesarias en las edades jovenes (como por ejemplo, FAP).

7.7 Implicaciones psicologicas de los resultados de los tests

Los factores psicoldgicos afectan los comportamientos tanto antes de los tests, o bien, después. Hay
estudios que revelan ansiedad pre-test que se relacionan con el recelo de la amenaza de riesgo de cancer,
asi como reacciones de adaptacion después de los consejos ante la percepcion del riesgo de cancer
(37,38).

La exploracion de como los resultados de los tests afectardn a un individuo, particularmente los que
puedan presentar un limite de la linea basal de ansiedad depresion 6 desolacién, ante la eventualidad de

un cancer es muy importante. Puede ser util preguntar a un individuo para imaginar su reaccion a un
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resultado positivo, negativo, o incierto e identificar cuales son sus suportes sociofamiliares.

7.8 Riesgos de discriminacion en el trabajo o en los sistemas de seguros de salud

La discriminacidn en el trabajo, o ante los sistemas de seguros de salud son aspectos importantes que
se relacionan con las personas que tengan que someterse a un test de rastreo de susceptibilidad de

enfermedad cancerosa.

De hecho, es conocido, en general, que hay un cierto recelo de discriminacion de las entidades de
seguros de salud, lo que es una de las mas importantes razones porque las personas muchas veces no
quieren someterse a un test (39,40). En el afio 2000, fue publicado un estudio que revelaba que 68% de
los profesionales de la salud de genética no querian pagar a su compafia de seguros si supiesen que la

aseguradora no les pagaria los cargos de una enfermedad de causa genética (41).

En los Estados Unidos la ley prohibe la discriminacion en los seguros de salud, con algunas
excepciones, lo que estd reglamentado con el “Disability Act 19907, que protege las personas con
discapacidades fisicas y mentales (42). En Espafia, seguramente habra una legislacién en el mismo
sentido, incluyendo la proteccién en el trabajo y empleo; igualmente, en cualquier pais, hay reglas de
restriccion de acceso a los registros médicos (42). EI American College of Medical Genetics aconseja
que los resultados de los tests genéticos no deben ser revelados a los miembros de la familia sin que el

paciente autorice previamente, excepto si existe algin peligro inminente para el familiar (43).

La susceptibilidad de cancer hereditario puede tener algunas dificultades en ser definida en los casos
en gue exista una penetracion incompleta, o un tiempo de evaluacion incierto. Sin embargo, muchas
personas (>95%) acreditan que tendrian el deber de revelar los resultados a su familiar si el

conocimiento posibilitaria a la familia a tomar medidas de prevencion del cancer hereditario (44).

ASCO Yy otras asociaciones defienden que lo mas apropiado para notificar de un familiar es a través
de una discusion sobre el tema con el individuo que se ha sometido al test, que entonces tendria la
responsabilidad de notificar a los miembros de su familia (28). Hay una lista extensa de Laboratorios

Clinicos, certificados en la red americana de laboratorios de genética desarrollada por la Universidad de
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Washington-Seatle, disponible en http://www.acmg.net/ (30,31,45).

El resultado de un test demora de 3 a 6 semanas en los Estados Unidos, aunque algunos laboratorios
puedan dar resultados mas rapidos con un encargo adicional. Los resultados estan disponibles, por
escrito, por el laboratorio y solamente para el médico del paciente, que ha pedido el test y el “report”,
usualmente incluye los datos sin diagndstico, interpretacion clinica de los resultados del test,
sensibilidad y especificidad de la informacion y bibliografia. Los geneticistas dan consejos informando

al individuo evaluado personalmente, en conjugacién con las sugerencias del post-test.

Esto incluye interpretacion de los resultados, discutiendo sus implicaciones para los cuidados
preventivos y para orientacion de los miembros de la familia y recomendaciones para grupos de soporte
y otros recursos de informacion cuando es apropiado, facilitando suporte emocional a la persona que
recibe los resultados. Hay sitios en la Internet que dan, también, informacidn, suporte y consejos

adicionales para enfermedades especificas: www.genetests.org (45) y www.geneticalliance.org (46),

entre otros.

7.9 Cancer del colon hereditario y familiar

La historia familiar del cancer de colon es comun en la poblacion general. Es importante identificar
esta historia familiar porque en muchos casos es recomendada para familiares comenzar el rastreo del

cancer colorectal (CRC) en una edad antes de los 50 afios.

Por ejemplo, la presencia de CRC o pélipos adenomatosos en un familiar de primer grado antes de los
60 afios, 0 en dos o mas familiares de primer grado en cualquier edad justifica un rastreo precoz
(comenzando a los 40 afios, 0 10 afios antes de la edad mas joven en el momento del diagndstico de un
miembro familiar inmediato) y con un protocolo mas intensivo (colonoscopia cada 5 a 10 afios, segun la
American Cancer Society) (47). Una quinta parte de los casos de CRC ocurre en individuos con una
historia familiar de enfermedad (48), pero muchos no son debidos a uno de los conocidos sindromes
hereditarios de alto riesgo, que se van a describir. Sin embargo, las familias con estos sindromes

genéticos menos comunes son importantes reconocer, porque la probabilidad de desarrollar cancer es
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muy alta en los individuos afectados.

7.10 Sindromes hereditarios

Cerca de 2% a 5% de todas las personas con CRC nacen con uno de los conocidos sindromes de
susceptibilidad al CRC hereditarios (49). En muchos casos, la susceptibilidad hereditaria del CRC es
evidente a través de un cuadro multigeneracional (autosomico dominante) de CRC vy de tipos
relacionados de cancer en mas de un familiar proximo. Otros cuadros clinicos apuntando hacia posible
CRC hereditario son los c&nceres de aparecimiento precoz (antes de los 50 afios de edad), multiples (10
6 mas) polipos intestinales, o un individuo con méas de un CRC primario, 0 un cancer asociado a un
HNPCC.

Los sindromes de CRC hereditarios han sido clasificados como FAP (“Familial Adenomatous
Polyposis”) 0 HNPCC (“Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer”), sin po6lipos de colon

numerosos (49).

Sin embargo, como resultado del genotipo, ahora es apreciado que hay una sobreposicion entre las
manifestaciones clinicas de la poliposis familiar y las del HNPCC (50,51). Més aun, la susceptibilidad
al CRC es un cuadro de varios sindromes hereditarios, incluyendo pélipos juveniles, Sindrome de Peutz
Jeghers, sindromes asociados con BRCAL, y un recientemente descubrimiento, que es un tipo de

poliposis recesiva autosémica, debido a mutaciones en el gen MYH. (52-54).

7.11 Sindromes envolviendo a mutaciones en el gen APC (Adenomatosis Polyposis
Coli)

La FAP cuenta con menos del 1% de CRC, pero es importante diagnosticar por causa de sus
implicaciones, dentro de los cuales cuenta con elevada susceptibilidad para el cancer en los pacientes
miembros de familiares. Clinicamente, el aspecto mas visible de la FAP es el desarrollo de numerosos
polipos adenomatosos colorectales, muchas veces millares cubriendo la mucosa, en la segunda o tercera
década de la vida (32). Con tantos polipos, la probabilidad, durante el tiempo de vida, de desarrollar un

carcinoma del colon es casi 100%. La media de la edad para el diagnostico en los casos de FAP no
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tratados es aproximadamente de 39 afios (55).

Ademas de los CRC, las personas con FAP tienen un riesgo aumentado de hepatoblastoma en la
nifiez, asi como canceres de intestino delgado, arvore biliar, estbmago y tiroides. Las llaves del
diagnostico de FAP pueden ser el descubrimiento de tumores desmoides, o en la observacion
retinoscopica el aparecimiento de hipertrofia congeénita del epitelium pigmentar de la retina. (56,57). La
FAP es debida a mutaciones “germline” en los genes APC. FAP es heredada como un cuadro
dominante autosdmico. Cerca de 10% a 30% de estas mutaciones se originan de nuevo, con nadie

afectado en las generaciones anteriores (58).

Una historia familiar de FAP es una excepcion a la regla general de que los tests de predisposicion
para el cancer no deben ser hechos en nifios, porque en la poliposis, con el potencial para transformacion
maligna, puede comenzar en la adolescencia. Cincuenta por ciento de las personas con FAP desarrolla
adenomas cerca de los 15 afios de edad (32). Si una mutacién APC es identificada en un miembro de una
familia afectada, entonces el consenso especializado recomienda asesoramiento genético y ser
considerada la realizacion de un test de la mutacion APC a los diez afios de edad. Si el test del nifio es
negativo para la mutacion asociada con el cancer en la familia, entonces esta indicada la realizacién de
un examen de rastreo rectosigmoidoscépico en los “teens” finales y otro en los comienzos de los 20s de

la edad adulta;

Si no es observado cualquier pdlipo en los dos exdmenes, entonces este individuo no tendra un FAP
hereditario y debera entrar en las recomendaciones de rastreo como en la poblacion general. Si el nifio
tiene un test positivo para la mutacion APC asociada al cancer, entonces la vigilancia sigmoidoscépica
anual estd recomendada y debe comenzar en la edad de los 10 a 12 afios (94,59-61). P6lipos Unicos
deben ser removidos, pero cuando numerosos adenomas comienzan a desarrollarse, la vigilancia debe
comenzar a ser hecha por colonoscopia, y deben se hechas consideraciones serias para la realizacién de
una colectomia profilatica (94). Asesoramiento especializado y soporte son necesarios para la familia
cuando un adolescente 0 un joven adulto se someten a este proceso que altera sus vidas en el plano de

los cuidados médicos.

En la FAP clasica, la prevencion del cancer de colon, si hay numerosos polipos, obligara a una

colectomia profilatica. La colectomia subtotal con anastomosis ileorectal puede preservar la continencia,
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pero la vigilancia del tejido mucoso rectal restante debe ser hecha cada 6 a 12 meses por muchos afios
(62).

Para detectar pequefios canceres asociados biliares y del intestino delgado es recomendado hacer una
vigilancia (por endoscopia del ducto biliar) cada uno o tres afios a partir de los 25 afios. Ademas, Rx del
intestino delgado (inclusivamente, tomografia axial computarizada abdominal y pélvica, con contraste
oral) esta indicado si hay sospecha de la existencia de adenomas duodenales, o0 antes de una colectomia,
por esta enfermedad (98-100).

Hay mdltiples vias de investigacion para identificar formas efectivas de quimioprofilaxia. Aunque
haya estudios con medicaciones non-esteroides anti-inflamatorias (sulindac y cox-2 inhibidores) los
resultados no siempre son concordantes, (63-66). Igualmente hay otras modalidades de tratamiento
preventivo (67,72), tales como ejercicio diario, uso de aspirina diariamente, acido félico, en la dosis
diaria de 400mg, asi como calcio en dosis 1200mg/dia, en lo que no son completamente unanimes en la

relacion causa-efecto.

7.12 FAP atenuada

La capacidad de la “genotipage” para identificar mutaciones del gen APC permitié el reconocimiento
de una forma menos severa de FAP cuando las mutaciones ocurren en las puntas del gen APC (71) con
menos polipos (5 a < de 300), ocurriendo en edades menos avanzadas. La edad media de desarrollo de la
poliposis es a los 30 afios (72); la edad media de diagnostico con cancer de colon es cerca de los 55 afios
(71). EIl riesgo de cancer de colon es cerca de 100% a los 70 afios de edad. Este sindrome pasé a
denominarse de FAP atenuada. Sus aspectos clinicos varian en la misma familia y en parte se
sobreponen con los de la clasica FAP; por eso, las recomendaciones especificas para esta forma clinica
de FAP atenuada no estdn aun bien definidas, excepto que la vigilancia debe ser hecha por
colonoscopia y no sigmoidoscopia (73,74).

7.13 Polimorfismo del gen APC en los judios Ashkenazi

Una variante comun en la secuencia del gen APC (11307K) esta presente en cerca del 20% de judios
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con ancestros en la Europa de Este, debido a un efecto “founder” (75). Esta substitucion de nucle6tido
singular es rara en otras poblaciones. La presencia de esta variante del gen APC aproximadamente
duplica el riesgo de desarrollar adenomas del colon y CRC vy desvia el inicio hacia una edad algo més

joven, similar a la situacion con CRC familiar de causa desconocida (76,77).

El rastreo precoz del colon, comenzando a los 40 afios de edad. Es entonces recomendado para
personas en quienes la mutacion 11307K ha sido encontrada y para sus familiares en primer grado, pero
el rastreo de judios asintomaticos para este genotipo no es recomendado. Por causa de su baja
penetracion, la presencia de la variante del gen tiene un bajo poder preditivo; su ausencia no cambia la

necesidad del rastreo del colon basado en la historia familiar y recomendaciones generales.

7.14 HNPCC

7.14.1 Aspectos clinicos y test genético para HNPCC

HNPCC ha sido descrito como una entidad clinica, caracterizada por una fuerte historia familiar, de
inicio precoz de canceres de colon y asociados, sin pdlipos numerosos mucho tiempo antes de cualquier
alteracion genética causativa a ser identificada. Ha sido descubierto que en muchos casos el sindrome
estd relacionado con mutaciones “germline”, 0 silenciamiento epignético de genes implicados en la
reparacion de errores de apareamiento (MMR) del DNA, por veces MSH6, PMS1 6 PMS2, pero
principalmente MLH1 y MSH2 (49). Estas mutaciones y la resultante elevada susceptibilidad para el
cancer son heredadas en un cuadro autosémico dominante. Hay tests para mutaciones en MLH1 y

MSH?2 para la disponibilidad clinica.

Muchas mutaciones son “private” (diferentes para cada familia afectada), aunque una mutacion
“founder” particular en MSH1 aparezca diseminada en los Estados Unidos (78). No son encontradas
alteraciones del gen MMR en cada familia que muestre criterios clinicos de HNPCC y entonces esta
susceptibilidad hereditaria elevada para el cancer mantiene un diagnostico clinico (78-81). Los médicos
que identifican los cuadros clinicos deben recomendar una prevencion de cancer intensificada y
vigilancia para el paciente y sus familiares, mismo que un test para las mutaciones del gen MMR sea
negativo, o bien si el test no ha sido hecho (3, 49, 67).
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En el cuadro siguiente se presenta una secuencia de los criterios clinicos definidores del HNPCC para
determinar la elegibilidad para investigar los aspectos genéticos del cancer. El cuadro comienza con los

criterios mas especificos, pero menos sensitivos.

Clinicamente, la perturbacion es definida por los criterios de AMSTERDAM. Como estos criterios
son estrictos y excluyen pequefias familias, aparecieron alternativas, tales como el Amsterdam
modificado (AMSTERDAM 11) y los criterios de Bethesda, que han sido desarrollados. EI Amsterdam
I1 es mas especifico que el Amsterdam I, basdndose en una fuerte historia familiar, que es mas inclusivo,
pero menos especifico, incluyendo el diagndstico en una edad méas joven que los 50 afios de edad,
tumores multiples primarios, cuadros histolégicos particulares, canceres extracolénicos asociados y
CRC (49,55,80,82).

CRITERIOS DEL CANCER COLORECTAL NONPOLIPOSIS HEREDITARIA (HNPCC)

CRITERIOS DE AMSTERDAM
1. Tres familiares con cancer colorectal, un familiar de primer grado de otros dos.
2. Casos que se extienden por lo menos por dos generaciones.

3. Por lo menos un caso de cancer colorectal diagnosticado antes de los 50 afios.

CRITERIOS DE AMSTERDAM II

1. Tres o méas familiares con cancer asociado con HNPCC verificado histologicamente
(cancer colorectal, cancer del endometrio, del intestino delgado, uretra o pelvis renal), uno
de los cuales es familiar de primer grado de los otros dos, y que la polposis adenomatosa
familiar haya sido excluida.

2. Cancer colorectal envolviendo por lo menos dos generaciones.

3. Uno o maés canceres colorectales diagnosticados antes de los 50 afos.

CRITERIOS DE BETHESDA (simplificados en esta publicacion)*

1. Individuos con cancer en familias que reunen los criterios de Amsterdam.
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2. Individuos con dos canceres relacionados con HNPCC, colorectales y/6 extracolonicos
(ver lista de Amsderdam I1).

3. Individuos con céncer colorectal y un familiar de primer grado con cancer colorectal y/é
cancer extracolonico relacionado con HNPCC y/o un adenoma colorectal; uno de los
canceres diagnosticado antes de los 45 afios de edad.

4. Individuos con céancer colorectal o cancer del endometrio diagnosticado antes de la edad
de los 45 afios.

5. Individuos con adenomas colorectales diagnosticados antes de los 40 afios de edad.

6. Cuadros histoldgicos de cancer colorectal: tumores mucinosos, pobremente
diferenciados, infiltracién linfocitica marcada, aspecto de crecimiento medular.

7. Tests himunohistoquimicos: pérdida de la expresion proteica de MLH1, MLH2, o
MSHES.

8. Mutacion “germline” en los genes “mismatch repair”

CRITERIOS DE BETHESDA MODIFICADOS (**)

Una conferencia de consenso de la AMERICAN GASTROENTEROLOGY ASOCIATION
ha recomendado elavar la edad en la cual comenza la busqueda de alteraciones en la
sospecha de HNPCC. Sustituye los canceres colorectal o endometrial diagnosticados antes
de la edad de los 50 afios en vez de los 45 afios, indicados en los criterios del Bethesda
anterior.

(*) —todos los criterios se encuentran en las referencias 81,82

(**) - (55)

Los criterios del Bethesda modificado identificaran personas sin una historia fuerte de familia de CRC
que son consideradas por estar en alto riesgo y ofrecen cuidados preventivos intensificados y/0 tests de
descubrimiento de mutaciones, pero la prevalencia de mutaciones asociadas a HNPCC en grupos

seleccionados por estos criterios es menor que en grupos que retnen los criterios estrictos de
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Amsterdam. Los resultados de los tests definitivos (i.e., genes asociados a cancer y a mutaciones
“germline” de MMR) también llevan al diagnostico de HNPCC. Al interpretar estos resultados los
médicos en la préctica clinica deben reconocer que la presencia de una mutacion en un gen asociado a
HNPCC aumenta la probabilidad de cancer pero no es un predictor absoluto del futuro de los eventos de

cancer.

7.14.2 Riesgo de cancer con HNPCC

El HNPCC envuelve un elevado riesgo de CRC durante la vida, desarrollandose en una edad més
precoz que en el caso de CRC esporadico. En los casos de HNPCC con una fuerte historia familiar de
cancer, la hipotesis de que en el periodo de vida una mutacion positiva individual desarrolla un CRC
puede ser tan alta como en un 80%, con una edad media en la ocasion del diagnostico de cerca de 45
afios (83,84).

El riesgo de individuos con mutacion positiva sin una historia tipica familiar de cancer no es adn
conocido. Sin embargo, las mutaciones en el gen MSH6, en particular, han sido descubiertas mas
frecuentemente que lo esperado en personas mayores con CRC sin una historia familiar fuerte de cancer
(85-88).

Ademas del céancer de colon, HNPCC confiere un riesgo aumentado para otros canceres,
especialmente cancer de endometrio y ovario pero también incluyendo de estdbmago, intestino delgado,
pelvis renal, uretra y tracto biliar. El riesgo de desarrollar cancer del endometrio en la edad de los 70
afios en una mujer con HNPCC es de 40% a 60%, con comienzo en la mitad de la vida. Por eso, ella es
casi siempre diagnosticada primeramente con el cancer de endometrio, como con CRC; mas aln, la
consciencia del HNPCC como una causa de susceptibilidad para el cancer del endometrio no esta
divulgada. El riesgo de cancer de ovario es de 10% a 12% (48).

7.15 Edad joven del comienzo

Ciertos aspectos del cancer de colon, mismo en la ausencia de historia familiar, sugieren la

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 130/ 279



posibilidad de HNPCC. Se debe sospechar de HNPCC cuando el CRC es diagnosticado en una edad
excepcionalmente joven (especialmente <45 afios). Ciertos tipos de histologia pueden también sugerir el
diagndstico; estos son solidos/cribiformes (carcinoma pobremente diferenciado compuesto de ojos
irregulares de grandes células eosinofilicas y conteniendo pequefios espacios de tipo-glandula) y
canceres colorectales tipo campanilla-anillo (compuestos por méas de 50% de células campanilla-anillo)
(120).

7.16 Test de instabilidad microsatélite

Los errores de replicacion del DNA caracterizan los tumores con mutaciones de pérdida de la funcion
en los genes MMR. Estos pueden ser detectados como INESTABILIDAD DE LOS
MICROSATELITES (MSI), que es el hallazgo que, en el mismo individuo, el nimero de repeticiones
en una dada secuencia repetida de DNA varia de célula en célula en vez de ser constante.

Varias de tales secuencias de repeticion (usualmente cinco o seis) — llamados marcadores de
microsatélites — pueden ser examinadas en cuanto a su variabilidad (Ilamada “instabilidad”), indicando
errores en la replicacion del DNA. El MSI es llamada “baja” (“low”) si cero o uno de los marcadores
muestran inestabilidad, y “elevada” (“high”) si una elevada proporcion de marcadores es inestable.
(49). Més de un 90% de CRCs en las personas con mutaciones del gen de “mismatch” “repair” del DNA
tienen MSI elevada, mientras menos de 15% de CRCs esporadicos son MSI elevados.

Un analisis economico reciente comparo el coste por afio de ganancia de vida en tres estrategias para
identificar los casos de HNPCC: (a) Estudio del genotipo (genotipado) de todas las personas con cancer
de colon para las mutaciones del gen MMR (lo mas caro); (b) evaluar cada cancer hacia la MSI y hacer
el genotipo (genotipado) los que son MSI elevados; o (c) aplicar los criterios de Bethesda (historia
familiar, edad, y histologia) a todos los casos de CRC, evaluando para MSI aquellos que reunen los
criterios, y haciendo el genotipo (“genotyping”) el subgrupo con MSI elevado. (89). Dado el coste
elevado del test de genotipo (“genotyping”), la estrategia ha sido la de mejor coste-beneficio. Este
analisis también demuestra que el ratio del coste-beneficio para los tests de mutacion del gen MMR
disminuye dramaticamente las mutaciones del gene MMR vy lleva a la oferta del test y a la institucion de
medidas preventivas en los hermanos, hijos, hijas, en vez de de hacerlo solamente al individuo evaluado.
(89).

En contraste con FAP, en donde la cirugia profilatica es el principal método para la prevencién del
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cancer del colon, la reduccion del riesgo del CRC en el HNPCC es principalmente a través de la
colonoscopia para identificar y remover polipos. La vigilancia de los varios tipos de céncer en
individuos con HNPCC esta basada en recomendaciones de especialistas y en series de casos que han
demostrado una reduccién en la incidencia de CRC con vigilancia colonoscépica periddica. (3, 49,90).

Estas recomendaciones son las siguientes:

RECOMENDACIONES DE RASTREO PARA PACIENTES CON HNPCC
CONFIRMADO O ALTAMENTE SOSPECHADO (*)

RIESGO DE CANCER| PROCEDIMIENTO | EDAD PARA COMENZAR FRECUENCIA
(ARIOS) (ANOS)

Cancer de colon Colonoscopia 20a 25 2 (%)
(60% a 80% de

riesgo en la vida)

Céancer del | Examen 30a35 la2
endometrio ginecoldgico (+-
(30% a 60% de|muestra de

riesgo en la vida) y|endometrio),

cancer de ovario |ecografia

(10% a 13% de|transvaginal, CA125
riesgo en la vida)

Cancer del tracto | Ultrasonografia, 30a35 laz2

urinario (***) citologia urinaria
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Céancer de estobmago | Gastroscopia 30a35 la?2

(***)

(*) — Recomendaciones para el HNPCC del Grupo de Colaboracion Internacional (82).
(**) — The Cancer Genetics Study Consortium (3) y la National Comprehensive Cancer Network
Guideline (67) colonoscopia recomendada cada 1 a 3 afios, comenzando a los 25 afios (67)

(***) Rastreo recomendado por lo menos a un miembro de la familia que tiene este tipo de cancer (48).

Los ensayos de quimioprevencion clinica son mas dificiles en el HNPCC que en la FAP porque el
namero de polipos no puede ser usado como un sustituto final en cortos intervalos. Por eso, la eficacia
de la quimioprevencion en el HNPCC es desconocida. Con el advenimiento de las nuevas tecnologias
disponibles para identificar mutaciones genéticas asociadas con el aumento del riesgo de céncer, y con
las modalidades mas nuevas disponibles para prevenir el cancer, se esta tornando cada vez mas

importante que todos los médicos se familiaricen con los elementos de evaluacion del riesgo de cancer.
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CAPITULO VIII

8. HNPCC + FAP

8.1 Introduccidn

El cancer colorectal familiar (CRC) es un problema mayor de salud publica por su relativamente
elevada frecuencia. Cerca de 15-20% de todos los CRC son de naturaleza familiar. Entre estos, la
poliposis adenomatosa familiar (FAP — familial adenomatous polyposis, causada por ‘“germline

mutations” en el gen APC, cuenta con menos del 1%.

El céancer colorectal non-poliposis hereditario (HNPCC —‘“hereditary non-polyposis colorectal
cancer”), también llamado sindrome de Lynch, cuenta con aproximadamente 58% de todos los pacientes
con CRC. Entre estos, cerca del 3% son positivos para mutaciones, esto es, causado por ‘“germline
mutations” en los genes de reparacion de “mismatch” del DNA que han sido implicados (MLH1,
MLH2, MSH6, PMS1 y PMS2). Muchos de los pacientes pertenecientes a familias HNPCC o del tipo —
HNPCC son aun molecularmente inexplicados.

Entre los restantes CRC familiares, una gran proporcién es probablemente causada por mutaciones
genéticas y polimorfismos de baja penetracion, de los cuales el polimorfismo 11307K en el gen APC es
un ejemplo de los mas representativos. Los hallazgos genéticos moleculares han posibilitado dividir en
dos grupos el CRC hereditario: (A) tumores que muestran inestabilidad microsatélite (MSI-
“microsatellite instabilidad”, que ocurren mas frecuentemente en el colon derecho, tienen un DNA
diploid y contienen mutaciones caracteristicas, tales como el receptor del factor B tipoll de crecimiento
transformador (TGFBR — “transforming growth factor beta receptor”) y BAX, y se comportan
indolentemente de los cuales el HNPCC es un ejemplo; y (B) tumores con inestabilidad cromosomica
(CIN —“chromosomal instability”), que tienden a situarse en el lado izquierdo del colon, muestran
aneuploidia del DNA, contienen mutaciones caracteristicas, tales como K-ras, APC y p53, y se

comportan agresivamente, de los cuales FAP es un ejemplo.
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Hay necesidad de estudiar con cierta profundidad los aspectos clinicos, patologia, genética molecular,

vigilancia y proyectos terapéuticos, incluyendo cirugia profilatica en el caso del HNPCC.

Es dificil diagnosticar el HNPCC, y por eso es necesario un trabajo de diagnostico diferencial
detallado de algunas variantes de CRC hereditario. Debido a la heterogeneidad genética y fenotipica en
el CRC se llega a la conclusion que no es apropiado discutir la genética del CRC sin definir y
desarrollar el concepto relacionado con un sindrome de CRC hereditario especifico. Por eso, es
importante averiguar el cancer en todos los sitios anatdmicos, asi como todos los estigmas fenotipicos no
cancerosos (tales como las pigmentaciones mucosas y periorales en el sindrome de Peutz-Jeghers),

cuando se coge una historia de cancer familiar).

El cancer colorectal (CRC) es muy comin en muchas naciones con estilo de vida occidental. En los
Estados Unidos se manifestaron mas de 95.00 nuevos casos de cancer de colon y méas de 35.000 nuevos
casos de cancer de recto en el afio de 1999 (1). Durante el mismo periodo de tiempo, la mortalidad del
cancer de colon fue de cerca de 50.000 y la del cancer de recto de casi 9.000 (1). Se calcula que por lo
menos el 10% de estos casos de CRC se acercan de la posibilidad de ser el resultado de un factor

genético primario (13.000 para los nuevos casos y casi 6.000 para las muertes).

El cancer colorectal hereditario es un problema mayor de salud publica. ES necesaria mas
investigacion para ayudar la comprension y la descodificacion de este conocimiento con efecto sobre la
practica clinica. La identificacion del responsable por la predisposicion de las mutaciones “gremline”
determinard quién es, o no es, un candidato para la participacion en los programas de rastreo y de
administracion de la incidencia y diagnostico del CRC como objetivo.

Si es posible comprender el papel de la genética y sus mecanismos biomoleculares en la etiologia del
CRC, entonces es posible incrementar y profundizar la investigacion en el dominio del CRC, lo que ha
aumentado rapidamente durante la Gltima década, como se verifica en la explosion de las publicaciones
de la literatura cientifica relacionada con el tema. Esta explosién de conocimiento ha sido,

principalmente, el resultado de los avances prodigiosos sobre genética molecular.

Mas auln, esta informacion ha evolucionado tan rapidamente que ultrapasé la capacidad de los
médicos para estar al lado de los acontecimientos. ; Como podremos ayudar a reducir la mortalidad entre
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los pacientes con riesgo elevado? La solucion, en cierta medida, puede ser relativamente simple:
mediante la identificacion de tales pacientes en virtud de su posicion en el arbol genealdgico familiar. El
proceso de identificacion comienza por registrar sistematicamente la historia familiar, con énfasis hacia
el cancer de todos los tipos y relacionarla siempre que sea posible con documentacién medica (sea de

informaciones del normal, sea del patoldgico).

Centralmente a todo esto, es un médico de gran conocimiento global el que puede interpretar el &rbol
genealdgico, que haga el diagnostico de un sindrome de cancer hereditario, si el estuviere presente, y
entonces avanzar con un trabajo de rastreo altamente dirigido y administrar los datos en el plano del
tratamiento. Aunque esto sea la situacion ideal, no obstante, debemos confrontarnos con el hecho de que
la historia familiar de cancer es notoriamente dirigida en el conjunto de la practica clinica, a pesar de
que la historia familiar es uno de los componentes de mayor impacto de beneficio econémico en la
comunidad, a partir de su comparacion con la historia médica del paciente (2,3). En condiciones ideales,
un diagndstico de sindrome de cancer hereditario presuntivo puede ser confirmado por tests genéticos
moleculares de un sujeto afectado en esa perturbacion en donde hayan sido identificadas “germline

mutaciones”.

Teniendo en cuenta estos presupuestos tematicos, se abordara la herencia del CRC, buscando la base
de genética molecular para destacar sus aspectos clinicos y la patofisiologia.

El CRC hereditario puede ser dividido en dos grupos basados en cuadros biomoleculares.
Especificamente, tumores que exhiban inestabilidad microsatélite (MIN-microsatelite instabilidad) que
tienden a ocurrir en el colon derecho, tienen DNA diploid, transportan mutaciones caracteristicas
(receptor del factor {3 tipo Il de crecimiento “transforming”, BAX), y se comportan de forma indolente.

El HNPCC es el paradigma de esta via de crecimiento tumoral.

Inversamente, los tumores con inestabilidad cromosémica (CIN- “chromosomal instability ) tienden a
ser del lado izquierdo, tienen DNA aneuploide, transportan mutaciones caracteristicas (K-ras, APC, p53)
y se comportan agresivamente. La poliposis adenomatosa familiar (FAP — “familial adenomatous

poliposis” representa este tipo de tumor. (4).

8.2 Poliposis adenomatosa familiar (FAP)
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El FAP es el ejemplo clasico de CRC hereditario. La enfermedad es conocida en las publicaciones
médicas desde hace mas de cien afios (5). En el aspecto clinico tipico, los pacientes tienen méas de cien
(por veces mas de mil) adenomas colénicos que frecuentemente empiezan en la zona la colectomia
profilatica, una vez que la mayoria de pacientes con el estigma de FAP manifestaran cancer de colon
cerca de los 50-60 afios de edad. Los pacientes también tienen un riesgo aumentado para el carcinoma
periampular, carcinoma papilar de la tiroideia, carcinoma gastrico, sarcomas y tumores cerebrales. Los
tumores desmoides son también secuelas, particularmente después de la cirugia intra-abdominal. Estos

tumores pueden ocurrir en exceso en ciertas familias con FAP.

Cuando se estudian familias con FAP, se debe estar atento al sindrome heterogenio bajo y a los
aspectos del genotipo y del fenotipo. Un ejemplo de esta heterogeneidad es el reciente descubrimiento
de la poliposis adenomatosa familiar atenuada (AFAP — “atenuated familial adenomatous polyposis”),
variante que es caracterizada por un menor numero de adenomas coldnicos, con predileccion por el
colon proximal y una edad mas tardia de aparecimiento de CRC cuando es comparada la clasica FAP
(6,7). Spirio y colaboradores identificaron una mutacion en la extremidad 5 del gen APC que es
etioldgica para AFAP. Ni todas las condiciones con adenomas multiples son el resultado de mutaciones

APC, como ha acontecido para pacientes con multiples adenomas que no tienen el gen APC. (9).

8.3 HNPCC (Sindrome de Lynch)

El HNPCC, también llamado sindrome de Lynch, ha sido llamado originariamente sindrome familiar
de cancer (10). Historicamente, es tal vez, la primera descripcion de una familia que ha sido hecha por
Aldred Warthin, un patologo que comenz6 a estudiar una familia en 1895, publicada en 1913 (11). Esta
familia, ahora conocida como familia G, ha sido reestudiada por Lynch y Krush en 1971 (12) y se

verificé tener aspectos de HNPCC.
La HNPCC ha sido primeramente delineada como un sindrome de cancer hereditario a mediados de
1960 (10), cuando fue descrito un CRC con un modo autosémico dominante de herencia. Los aspectos

cardinales del sindrome de Lynch son los siguientes:

01 — Cuadro de herencia autosdmica dominante;

02 — Penetracion del gen para CRC en cerca de 85-90%;
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03 — Los portadores del gen desarrollan CRC en una edad precoz (cerca de los 45 afios);

04 — Muchos (cerca de 70%) de los CRCs son proximales al angulo esplénico;

05 — CRCs mudltiples, tanto sincronos como metacronos, son comunes;

06 — El pronostico es mejor para los CRC esporadicos;

07 — Los cuadros patologicos de CRC son muchas veces distinguibles (pero no
patognomonicos) e incluyen diferenciacion pobre, células (campanilla) “signet”, aspectos
medulares, infiltracion linfocitica peritumoral, reaccion tipo Crohn, y linfocitos
infiltrando el tumor, misturados con células tumorales;

08 — Hay un riesgo aumentado de malignidad en varios sitios extracolonicos, particularmente el
endometrium, ovario, estdmago, intestino delgado, tracto hepatobiliar, pancreas, uretra y pelvis renal
(13).

Puede existir un aumento de la incidencia de cancer de mama en algunas familias con HNPCC (14).
En la familia G de Warthin, el cancer gastrico era marcadamente comun antes de 1900.

Sin embargo, el cancer gastrico disminuye en las generaciones siguientes, acompafiando su declive en
la poblacién en general (12). Antes del descubrimiento de las mutaciones “germline” (MSH2, MLH1,
PMS1, PMS2), conocidas como genes de reparacion de errores (“mismatch”) 0 genes mutantes
(“mutator”), el diagndstico de HNPCC tenia que ser hecho exclusivamente en la presencia de hallazgos
clinicos en concreto con un “pedigree” (arbol genealdgico) documentado y muchas veces alargado. El
mejor calculo del portador del gen 'y por eso con riesgo de cancer era de 50%, basado en el hecho de que
el paciente esta en linea descendente con uno o mas familiares en primer grado afectados con el

sindrome del cancer.

8.4 Genética molecular del HNPCC

Hay muchas revisiones sobre clonage y caracterizacion de los genes MMR (“mismatch repair”) (15-
22). Desde un punto de vista practico, el diagnostico molecular de HNPCC esta usualmente basado en
la busqueda de genes MMR para las mutaciones “germline” . Una vision global buena del espectrum
mutacional es provista por Peltomaki (23) y la actualizacién de la Base de Datos Mutacional del
HNPCC es también accesible a través de OMIM. Como se muestra en la pagina electronica
www.nfdht.nl, la base de datos ahora enumera un total de 228 presumibles polimorfismos en seis genes.

La lista esta creciendo rapidamente y sin duda comprendera brevemente muchos centenares de entradas
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(“entries ). Una cuestion mayor es la interpretacion de mutaciones “missense” [“sin sentido”]. Estas
son particularmente comunes en MLH1 y son una causa frecuente de incertidumbre. Hay pocos tests,
que son poco eficientes, de reparacion de errores (“mismatch repair’’), normalmente no hay ningin
método que concluyentemente muestre ser una “missense mutation” causa deficiente “mismatch
repair”. Han sido propuestos tests in vitro de “yeast”, mas sencillos (24) para llenar esta falta, pero

aparentemente es necesaria mas evaluacion.

8.5 Mutaciones “Founder” fundadoras

Hay ejemplos bien conocidos de mutaciones “‘founder” alrededor del mundo, tales como el Glu6Val
en el gen de la globina B que cuentan con la mayoria de todas las enfermedades de las células ( “sickle”
[falciforme), y la mutacion F508 del gen CFTR que cuenta con 50-80% de todos los casos de fibrosis
cistica a traves del mundo. Cada una de estas mutaciones se origina en un cromosoma Gnico 0, Como en
el caso de la mutacion de “sickle cell”, algunas veces, muchos millares, o decenas de millares de afios
antes, se acredita haber alcanzado una distribucion a través del mundo y una frecuencia relativamente

elevada de alelos porque ellos confieren, o han conferido, ventaja en los heterocigotos.

Las mutaciones fundadoras (founder’’) que ocurren en sélo una persona o0 pocas personas estan siendo
descritas con una frecuencia aumentada y en algunas poblaciones ha ocurrido un incremento
considerable de algunas mutaciones. Tipicamente, poblaciones que exhiben efectos “founder” han
aumentado rapidamente de un pequefio nimero de “founders” y sin un significativo influjo de personas
de diferentes regiones. Ejemplos primordiales son los finlandeses (“funded” en cerca de 2000 afios) (25),
islandeses (en cerca de 1100 afios) (26), judios ashkenazi (600-800 afios) (27) canadienses, franceses, y
Amish (250-400 afios) (28). Existe abundante documentacion de frecuencias de alelos extremadamente
elevadas para genes de enfermedades raras en estas poblaciones.

El mecanismo de enriquecimiento génico en estas poblaciones mas recientemente “fonlado” no es
probable el resultado de cualquier “ventage selectiva”, pero si de una orientacion genética, esto es, el
efecto repetido de la casualidad en poblaciones juntas y mezcladas. S6lo muy recientemente se verificd
que las mutaciones que contribuyen para la predisposicion del cancer pueden ser enriquecidas en
poblaciones humanas. Un ejemplo primordial es la delecion genémica del exon16 de MLH1 que ha sido

llamado de mutacién “Finlandia 1”.
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Esto ocurre en 40 familias ostensiblemente no relacionadas en Finlandia y Suecia. Estudios
genealdgicos muestran que en un cluster geogréfico en el centro-sur de Finlandia, muchos, o la mayoria
de sujetos afectados, son portadores de la mutacion “Finlandial” y pertenecen a diferentes familias
descendientes de un antecesor que ha sido uno de los pocos “founder” de esta subpoblacion finlandesa
(29).

Esta “fondacion” ha ocurrido en cerca de 500 afios. Sin embargo, otras familias con la misma
mutacion viven varios centenares de kilometros alejados del sudeste y no parecen tener conexion
genealogica. Recientemente, utilizando una bateria de marcadores polimorficos intragenicos y/o
flanqueados, para determinar la “edad” de estas mutaciones (30), sur-central de Finlandia la “edad” era
quiz& cerca de 16 generaciones, mientras en el sudeste era de mayor edad, quizd mayor de 40
generaciones (31). Estos hallazgos son absolutamente consistentes con la historia de la poblacion de
Finlandia y sugiere que la mutacion “Finlandial” se ha originado, o ha sido traida para la Finlandia del
sur/este y se disemin0 para otras partes del pais a través de efectos “founder” intra-finlandeses repetidos.
En el HNPCC, un nimero de mutaciones recurrentes han sido documentadas.

Cuando una mutacion es vista repetidamente de modo ostensivo en familias no relacionadas, no es
cierto que es una mutacion “founder”; por el contrario, ésta puede representar una mutacion de novo
que sucede recurrentemente. Las dos pueden ser relativamente faciles de distinguir por “haplotype
analysis”. Las mutaciones “founder” ocurren en el mismo haplotipo, mientras las mutaciones “de

novo’’ no.

8.6 Las posibilidades del diagnostico de HNPCC

En el pasado, para establecer la frecuencia de HNPCC, muchos investigadores determinaban la
proporcién de todos los pacientes con CRC que llenaban los criterios de Amsterdam. (32). Por este

método, los valores calculados obtenidos eran de 0,5% y 5% (16, 33-36).

Otros métodos han revelado resultados altamente discordantes de estos. Por ejemplo, Cannon-
Albright y col. sugirieron que una proporcién elevada de todos los tumores colorectales resultaba de
mutaciones heredables (37). Con el analisis de gran segregacion, Houlston y col. concluyeron que el
13% de los casos de CRC llenan los aspectos del modelo de herencia dominante, mientras Aaltonen y
colaboradores, estudiando un conjunto consecutivo de pacientes jovenes con CRC, extrapolaron una
frecuencia de HNPCC de 0,5% - 0,9% (39).
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Obviamente, cuando se usan los criterios de Amsterdam, o similares, como un todo de definicion, méas
pequefa es la informacidn obtenida y menos la probabilidad de definir los casos de HNPCC. Esto puede
deformar los resultados y dificultar comparaciones entre los miembros de familias con miembros llave

afectados por otros canceres HNPCC, particularmente del endometrio.

Por eso, han sido propuestos criterios mas “relaxing” del arbol genealdgico del HNPCC. (40). El
problema es como el HNPCC debe ser definido hoy. Los tumores de la gran mayoria de las familias
positivas para los criterios de Amsterdam son MSI positivos, (41, 42), sugiriendo que en la deficiencia
de la reparacion de errores subyacen muchos HNPCC.

Sin embargo, cuando las familias de Amsterdam positivas son probadas para las mutaciones en genes
MMR (usualmente en MLH1 y MLH2), solamente muestran mutacion entre 45% y 86% (43-46).
Igualmente cuando los genes PMS1 y PMS2 fueron adicionalmente probados, la proporcién de familias
positivas para la mutacion era del 70% (47, 48). En familias con CRC que no llenan los criterios de
Amsterdam (familias del tipo “HNPCC”) la proporcion con mutaciones en MLH1 6 MSH2 es mas baja
(8-30%) (43,44 y 49). Considerando toda la evidencia en conjunto, es tentador propor que la presencia, 0
ausencia de una mutacion “germline” en un gen MMR debe ser incorporada en la definicion de
HNPCC. Con este criterio del diagndstico de HNPCC que faltara en algunos pacientes, porque ni todos
los genes MMR son estudiados, y porque no hay ningin método de deteccion de mutacion perfecto. Por
ejemplo, el papel de MSH6 no estd completamente explorado. (50).

En por lo menos dos familias HNPCC, o del tipo HNPCC, las mutaciones estaban implicadas (51,52)
y una elevada proporcion de pacientes con CRC con inestabilidad microsatélite “media” ha sido descrita
brevemente teniendo mutaciones germline de MSH6 (53). Si MSH3, para alla de los genes MMR, u
otros genes, tales como BAX y TGFBRII, resulta para la contribucién de la predisposicion heredada de
CRC no esta aun esclarecido (54,55). Puede llevar tiempo hasta que el espectro mutacional de HNPCC
sea definido. Nuevos loci seran descubiertos que muestren eventualmente genes cuyas mutaciones

contribuyen para sindromes como el HNPCC o tipo-HNPCC (56).

8.7 Incidencia del HNPCC
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Para determinar la incidencia de HNPCC, series consecutivas de pacientes con cancer colorectal y
otros no seleccionados deben ser estudiados en las mutaciones de los genes MMR. En una subpoblacion
de 1,25 millones en Finlandia, fueron seleccionados prospectivamente tumores CRC consecutivos, con
determinacion de eventual MSI, y estudiados MLH1 y MSH2 para mutaciones por secuenciacion

gendmica en la “germline” de todos los pacientes cuyos tumores eran MSI positivos.

En un total de 1050 tumores, 126 eran MSI positivos (12%) y, dentro de estos, 28 tenian mutaciones
de “germlines” en MLH1, o MSH2. Entonces, la proporcion de pacientes exhibiendo mutacion positiva
para HNPCC era de 2,8% en estas series. Solamente parte de este estudio ha sido publicado (57).
Obviamente, 2,8% es un valor despreciable. Las principales razones son los resultados MSI falsos
negativos y el analisis de mutaciones falsas-negativas. Por ejemplo, la proporcion mas baja de células
tumorales en un espécimen usado para el analisis MSI condiciona un mayor riesgo de un resultado MSI
falso-negativo. Sin embargo, cuando los procedimientos patoldgicos son bien controlados, cerca del 85-
95% de todos los tumores HNPCC son MSI positivos (41,58). Méas aun, el analisis de mutaciones por
secuenciacion puede simplemente omitir una substitucion de un Unico nucleétido. Quiza, de modo mas
importante, grandes delecciones, inversiones, y duplicaciones esperan a la deteccion y puede ser mas

comun de lo que se pensé previamente (59).

Debe notarse que muchos otros métodos de deteccién de mutaciones cominmente usados, tales como
SSCP y DGGE, también omiten estos tipos de mutaciones. Entonces, cuando una mutacion “germline”
del gen MMR ha sido identificada en 2,8% de pacientes con CRC en el estudio de Aaltonen y col. (57),
y cuando algunas mutaciones pueden haber sido omitidas por las razones apuntadas, la frecuencia de

HNPCC positivos hacia mutaciones puede bien ser arriba en esta poblacion.

Mas aun, esto a su vez representa una subestimacion de la frecuencia global HNPCC porque
solamente fueron rastreados los pacientes CRC. La incidencia de mutaciones de los genes MMR en la
subpoblacion de Finlandia en estudio puede ser calculada por extrapolacion como se sigue: si cerca del
3% de todos los pacientes CRC tienen HNPCC con mutaciones positivas, y dado que el riesgo de CRC
durante la ida es de 5%, en Finlandia, entonces la incidencia de portadores del gen es de 3% de 5%, esto

es, 1 en 660 sujetos.
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La frecuencia de HNPCC necesita ser estudiada en diferentes poblaciones y por diferentes métodos.
Es posible que la incidencia varie. Un origen de variacion puede ser la presencia o ausencia de
mutaciones “founder” que pueden mostrar un considerable enriquecimiento en algunas poblaciones. Se
puede asumir que la proporcion de mutaciones “de novo” en HNPCC es baja, porque no han sido
documentados ejemplos. Por eso, en poblaciones extensas ampliamente mezcladas, en donde las
mutaciones “founder” enriquecidas son raras, la expectativa es que las incidencias de las mutaciones
génicas MMR son similares. Esta suposicion debe ser probada. Si los factores ambientales
(principalmente los dietéticos) tienen un impacto sobre la penetracion y expresividad del cancer
HNPCC, entonces las diferencias en la incidencia de la enfermedad y la presentacion entre cancer de
colon esporddico y HNPCC pueden ser altamente informativos. Por ejemplo, la incidencia
relativamente a la edad en el CRC es cinco veces mas elevada en los Estados Unidos que en México
(60). Si la penetracion de HNPCC es tan elevada en México como en los Estados Unidos, la proporcién
de HNPCC entre todos los CRC puede ser mucho mas elevada en México. Inversamente, si la
penetracion en HNPCC es pesadamente dependiente de los factores ambientales, entonces los
portadores mexicanos de mutaciones génicas MMR mostraran una penetracion mucho méas baja. Tales

poblaciones pueden probar ser muy valiosas en el estudio de quimioprevencion.

En resumen, la incidencia global de HNPCC es la suma de las formas de mutacién positiva y
mutacién negativa. Si el valor de los casos de mutacion positiva es de 3% y si el valor en los casos de

criterio laxo en los casos de mutacion negativa, entonces el valor entre 5% y 10% puede ser esperado.

8.8 Tumores extracolonicos en el HNPCC

Watson y Lynch han descrito el espectro tumoral en el HNPCC (13). La presencia o ausencia de
tumores extracolénicos condujo a la racional subdivisién del HNPCC en sindrome de Lynch | (s6lo
CRC) y sindrome de Lynch Il (CRC y tumores extracolonicos).

Sin embargo, las diferencias en el envolvimiento extracolonico son muchas veces relativas y no
absolutas. Por ejemplo, algunas familias pueden tener muchos ejemplos de tumores extracoldnicos,
mientras otras tienen pocos, o ninguno, haciendo la distincion entre Lynch | y Lynch Il un poco

problematica.
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El primer estudio sistematico de cancer extracolonico en HNPCC (13) ha comparado la frecuencia
observada de cancer en sitios especificos en mas de 1300 miembros de elevado riesgo en familiares de
23 familias HNPCC, con las expectaciones basadas en la incidencia de la poblacién general. La
evaluacion ha sido hecha de la hipotesis de que habia heterogeneidad en la frecuencia de cancer entre
familias. Los hallazgos han mostrado un significativo aumento de las apariciones de cancer de
estdbmago, intestino delgado, carcinoma de las células transicionales del tracto urolégico superior (pelvis

renal y uretra) y ovario.

El carcinoma de colorectum y endometrium ya se ha establecido como un sindrome integral, y no
fueron incluidos en esta evaluacién. No ha sido detectado algin aumento de canceres de péancreas,
sistema linfatico/hematopoético, laringe, mama, cerebro o pulmdn/bronquios. No habia evidencia de los
examenes de rastreo para otros canceres de colon o endometrium que pudiesen concluir en una historia
familiar. Por ejemplo, una revision de casos del estbmago, intestino delgado, sistema hepatobiliar, rifidn,

uretra y ovario no revelaron casos que hubiesen sido descubiertos a través de exdmenes de rastreo.

Ha sido observada una significativa heterogeneidad en las frecuencias de los canceres del tracto
urologico superior y endometrio. Una significativa, pero menos asinalable heterogeneidad ha sido
observada en canceres de ovario. Canceres de estdbmago, sistema hepatobiliar e intestino delgado,
estaban homogéneamente distribuidos entre familias. En categorias que combinan drganos por sistemas,
ha sido observada una heterogeneidad significativa en todos los canceres, todos los canceres uroldgicos
y todos los canceres genitales femeninos.

La categoria de todos los canceres del sistema gastrointestinal (excepto colorectal) diferia
significativamente de la homogeneidad cuando solamente los canceres encontrados estaban incluidos,

pero no cuando los canceres no incluidos del tracto gastrointestinal estaban comprendidos. (13).

Con respecto al cancer urologico, los familiares de elevado riesgo tenian tres veces mas canceres de
rindn y 22 veces mas canceres uretrales de lo esperado. Sin embargo, no habia evidencia de un riesgo
aumentado de cancer de la vejiga urinaria o cancer de células renales. El cancer endometrial ha sido
probablemente el mas importante de los canceres extracolonicos a influenciar en la investigacién
familiar. Recientemente, un estudio sobre riesgo de cancer en un conjunto de 1763 miembros de 50
familias diagnosticadas genéticamente, revel6 360 portadores de mutaciones en los cuales las tasas de

incidencia estdndar eran calculadas para diferentes canceres HNPCC (61). Estos estaban
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significativamente aumentados para los canceres colorectal, endometrial, ovario, tracto gastro biliar,

tracto uroepitelial, rifion y sistema nervioso central.

Las incidencias acumulativas de cancer en la edad de los 70 afios fueron: cancer colorectal 82%,
cancer del endometrium 60%, cancer gastrico 13%, cancer del ovario 12%. Para los otros tumores
asociados con riesgo aumentado, el riesgo de las incidencias acumulativas estaba debajo de los 4%.
Curiosamente, como habia sido sugerido (13, 62) en las mujeres con mutaciones positivas, la incidencia
del cancer de endometrium (60%) excedia la del cancer colorectal (54%). Con el correr del tiempo,
habra trabajos adicionales que posibiliten la conclusién mas rigurosa y segura en que se sabra cuales son
los canceres que pertenecen al espectrum del HNPCC. Claramente, muchas conclusiones previas se
basaran en casos en donde el estado de mutaciones no estaba determinado (13, 63), lo que ahora esta

siendo confirmado.

Por ejemplo, los riesgos de cancer de mama, prdstata y pulmon no parecen estar aumentados.

El carcinoma broncogénico, comin en la poblacién general, ocurri6 muy raramente entre los
miembros de la familia de alto riesgo. En el grupo de elevado riesgo, ninguna de las cinco personas
referidas en un estudio (13), que tenian cancer del pulmon, eran portadoras de gen putativo (esto es,
afectadas con céncer de endometrio o colon, ni tenian descendientes con estos canceres). Otro estudio
(35), en familiares de pacientes con cancer de colon, revelé que el cancer de pulmén ocurrié en
solamente 60% de los familiares, cuando era comparado con sujetos normales. Mecklin y col. (64) han
referido cancer de 40 familias con HNPCC. Heinimann y col. (65) estudiaron 27 familias Suizas
HNPCC, algunas con los criterios de Amsterdan y otras no, y algunas con mutaciones MMR
“germline”, y otras no. Los hallazgos revelaron un exceso de carcinomas del endometrium, estbmago y

cerebro.

Once tumores de cerebro han sido identificados en este conjunto, tres de los cuales eran glioblastoma
multiforme, mientras los restantes eran de tipo desconocido. Aungue no haya sido encontrado un exceso
de tumores cerebrales en el estudio de Watson y Lynch (13), Vasen y col. (66) han descrito un riesgo
aumentado de tumores cerebrales en HNPCC. Previamente, Hamilton y col. (67) descubrieron que el
sindrome de TURCOT (tumores cerebrales, pélipos del colon y cancer de colon) se divide, de hecho, en

dos sindromes: uno que envuelve al gen APC (CRC, pdlipos colonicos y meduloblastomas) y otro que
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envuelve a los genes HNPCC, especificamente MLH1 y PMS2 (CRC, pdlipos colbnicos, y

malignidades gliales).

El carcinoma gastrico ha sido originalmente encontrado en exceso en la familia G de Warthin descrita
en los comienzos de los afios de 1900s (11), pero este tumor decliné en la frecuencia con el correr del
tiempo en la proporcion en familia G con su declive en muchas poblaciones de estilo de vida Occidental
(12).

Aarnio y col. (68) han elucidado nuestra comprension del cancer gastrico originado en el HNPCC.
Especificamente, encontraron 62 canceres gastricos ocurriendo en 51 familias HNPCC, abarcando 570

personas.

Ellos fueron capaces de estudiar 24 canceres gastricos en detalle, en que ambas familias MSH2 y
MLH1 estaban representadas. Sin embargo, es de gran interés y, mas aun, contrariamente a algunas
expectativas acerca de la prevalencia relativa del comienzo del cancer extracolonico, que solamente uno
de 22 pacientes con mutaciones MSH2 tenia cancer gastrico, mientras que 52 de 489 portadores de
mutaciones MLH1 manifestaron cancer gastrico. Su edad media en el momento del diagnéstico era de 56
afios. Diecinueve eran canceres intestinales, mientras tres eran definidos como difusos y dos eran

aparentemente no clasificados.

Once de 24 tumores mostraron inestabilidad microsatélite. La supervivencia global a los cinco afios
ha sido de 15%, pero ésta mejord hasta un 48% con la cirugia curativa en los canceres con estadio mas
bajo.

El carcinoma del intestino delgado es raro y cuenta con solamente 2% de todas las malignidades
gastrointestinales (69). Sin embargo, en el HNPCC el riesgo en la vida del carcinoma del intestino
delgado ha sido calculado ser de 1-4%, lo que es mas que 100 veces el riesgo de la poblacion general
(70,71).

Rodriguez-Bigas y col. (72) examinaron 42 pacientes de 40 familias HNPCC que desarrollaron 42
canceres primarios y 7 cénceres metacronos del intestino delgado. Cuarenta y seis eran
adenocarcinomas, mientras tres eran tumores carcinoides. La edad mediana en el momento del

diagnostico era de 49 afos. Las mutaciones genicas MMR han sido identificadas en 15 de 42 pacientes
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(36%), nueve de los cuales eran MLHL1 y seis eran mutaciones MSH2. EI cancer del intestino delgado
ha tenido el primer sitio en 24 pacientes (57%). La supervivencia global a los 5 y 10 afos ha sido 44% y
33% respectivamente. Se ha concluido que los tumores del intestino delgado pueden ser presentados
como neoplasmas en el HNPCC en sujetos de riesgo.

Estas lesiones ocurren en una edad mas precoz y parecen tener un pronostico mejor en HNPCC
cuando son comparadas con lo esperado en la poblacion general. Se coloca una cuestion: ¢porque razon
se encontraron canceres extracolonicos en exceso en el HNPCC?

Hasta el presente, no hay una explicacion comprensible, no obstante, Fearon (73) en una revision de
sindromes de canceres humanos que oferece una explicacion para este fendmeno. Especificamente, el
sugiere que los sitios en riesgo deben estar expuestos a una agresion ambiental que causa la mutacién o
inactivacion del “Wild Type Allele” mas probablemente en aquel sitio. Esto pareceria ser el caso de la
historia del cancer gastrico en el HNPCC, dado el hecho de que las generaciones de familiares con
HNPCC referidas lo mas precozmente mostraron un exceso de HNPCC referidas al cancer gastrico,
gue mas comun es en ciertas familias. También sobre esta hipotesis interactiva genética/ambiental
Aarnio y col. (68) refirieron que muchos cénceres géstricos en el HNPCC son intestinales, el cancer
gastrico-tipo que se ha verificado ser el mas fuertemente asociado con causas ambientales.

8.9 Sindrome MUIR-TORRE

El Sindrome de Muir-Torre (MTS) requiere por lo menos un neoplasma de las glandulas sebaceas
(adenoma, epitelioma, o carcinoma) o queratocantoma (s), 0 ambos, en concordancia con un minimo de
un neoplasma maligno interno. La asociacion con tumores de las glandulas sebaceas es importante en
estas lesiones cutaneas y son muy raras. El primer reconocimiento de esta asociacion ha sido publicada
en 1966 por MUIR vy col. (74) y en 1968 por Torre (75), lo que llevo al eponimo de esta enfermedad.
Estos investigadores notaron que sus pacientes manifestaban adenocarcinomas viscerales multiples en
edades precoces y un curso clinico que aparecia relativamente benigno en la ocasion. Los hallazgos
constantes han sido los neoplasmas sebaceos malignos y benignos de la piel y, menos frecuentemente,
gueratocantomas. Los criterios diagnosticos de M TS han sido extensivamente revistos por Cohen y col.
(76).
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Lynch y col. (77-79) han sido los primeros en descubrir los hallazgos cutaneos de MTS como parte
del sindrome Lynch II. Publicaciones més recientes han identificado las mutaciones germline en MSH2
y MLH1 como los genes sospechosos en el MTS (21, 80-82).

8.10 Fenotipo y correspondientes mutaciones en el HNPCC

Vasen y col. (71) compararon el riesgo de cancer en 124 sujetos que eran portadores de mutaciones
MLHL1 “germline” con 86 pacientes con mutaciones conocidas de MSH2. El riesgo en la vida del CRC
ha sido el mismo para ambos grupos (80%), como era el riesgo de carcinoma del intestino delgado (cien
veces mas que la poblacion general en ambos grupos). Curiosamente, el carcinoma endometrial parecia
ser mas comudn en el sub-grupo con mutaciones MSH2 (61%v. 42%), pero la diferencia no era

estadisticamente significativa.

Los portadores de mutaciones MSH2 mostraron un riesgo aumentado para el carcinoma de células de
transicion de la pelvis renal de uretra y adenocarcinoma del estbmago y ovario cuando era comparado
con los portadores de mutaciones MLH1. Lin y col. (83) describieron hallazgos similares, en que los
canceres extracolonicos eran de 33% de pacientes con mutaciones de MSH2 pero s6lo de 12% para
familias con mutaciones de MLH1. Dunlop y col. en su estudio de 64 pacientes con HNPCC que tenian
mutaciones de genes MMR y que fueron evaluados hacia el riesgo de cancer hasta la edad de 70 afios,
manifestaron que el sexo era una determinante importante en la aparicién de tumores en el HNPCC

(62). Curiosamente, el riesgo era de 91% para los hombres y de 69% para las mujeres.

El riesgo de CRC era marcadamente diferente entre los sexos: 74% para los hombres y 30% para las
mujeres. El carcinoma del endometrio era mas comun que el CRC para las mujeres en los pacientes de
este estudio con HNPCC.

Jager y col. (84) postularon que la naturaleza especifica de las mutaciones dentro de los genes puede
contribuir de manera importante para el fenotipo. Ellos describieron un “intron 14 splice donor
mutation” MLH1 en cinco familias danesas con HNPCC. Esta mutacion resultdé en un alelo
“silenciado” en que no ha sido generada cualquier proteina anormal. Estas familias con esta mutaciéon
mostraron una historia natural similar a 16 otras familias HNPCC con respecto al CRC, pero solo

fueron identificados dos canceres extracolénicos, uno del endometrium y otro de la ampolla de Vater,
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comparados con 44 en otras familias. El cancer extracoldnico para la tasa de CRC ha sido de 2 para 23
en familias con “intron 14 splice donor mutation”, comparado con 44 para 91 en otras familias. Estos
investigadores levantaron la hipotesis de que el alelo silenciado resulté en una enfermedad menos severa

por causa de la ausencia de un efecto negativo dominante.

Miyaki y col. (52) identificaron la mutacion “germline” MSH6 en una familia que no reunia los
criterios de Amsterdam, pero que mostraba una predominancia de carcinoma del endometrium y ovario.
Akiyama y col. (51) también describieron una mutacion de MSH6 en un pariente HNPCC atipica.
Todos los tres tumores del colon “proband” mostraron inestabilidad microsatélite y mutaciones de

ambos alelos MSHS6, indicando que esta mutacion ha sida predispuesta para el sindrome en esta familia.

Finalmente, Beck y col. (85) sugirieron que las familias cancerosas que no retnen los criterios de
Amsterdam pero que tienen mutaciones “germline” muchas veces tienen mutaciones “missense”. EStos
investigadores especularon que las mutaciones “missense” resultan en enfermedad menos severa, o de
mas baja penetracion porque hay menor alteracién estructural de la proteina codificada.

Hasta el presente, nadie demostrd o ha dado una explicacion comprensiva para los varios aspectos de

combinaciones tumorales en cualquiera de estas perturbaciones, incluyendo, obviamente, el HNPCC.

8.11 Patologia y pronostico del CRC en el HNPCC

Watson y col. (86) hicieron un estudio conjunto retrospectivo comprando las caracteristicas de
supervivencia entre los casos de HNPCC (274 casos de 98 familias HNPCC) con una serie hospitalaria
no seleccionada de 820 casos consecutivos de CRC. Los pacientes fueron clasificados (estudiados) de
acuerdo con el sistema TMN del Comité Conjunto Americano de Cancer y de la Unién Internacional
Contra el Cancer. Cuando fueron comparados con series no seleccionadas, los casos HNPCC tenian un
estadio de enfermedad maés baja y algunos tenian metastasis distantes en el diagndéstico. En el estadio
estratificado del andlisis de supervivencia, los casos de HNPCC tenian una supervivencia global

significativamente mejor, no obstante el ajustamiento de su edad mas joven.

Sankila (87) ha referido una supervivencia similar cuando estudié 175 pacientes con HNPCC vy los
compard con 14.086 pacientes con aparentes CRC esporadicos, confirmando que los pacientes con
HNPCC que desarrollaran CRC tenian un mejor pronéstico que los pacientes con CRC esporadicos. El

estadio mas bajo en el tiempo del diagndstico de pacientes con HNPCC comparados con los casos CRC
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no seleccionados fue principalmente atribuido a metastasis distantes mas raras en el momento del
diagnostico. Su supervivencia era mas larga que en los pacientes CRC no seleccionados con los tumores
en el mismo estadio. Destaca el hecho de que la tasa de muerte estimada para los casos de HNPCC,
cuando era ajustada para las diferencias de estadio y edad, era en lo maximo, dos tercios de la tasa de las

series hospitalarias.

Fujiwara (58) estudi6 39 HNPCC CRCs (HNPCCa) y 57 CRCs del lado derecho esporadicos
(SRSCCa). Los hallazgos revelaron que de HNPCCa 95% (37 de 39) eran MSI positivos cuando
comparados con 31% (18 en 57) de SRSCCa, pero la inestabilidad tendia a ser mas dispersa en
SRSCCa. La ausencia nuclear del producto génico de reparacién de error, por imunocitoquimica, estaba
asociada con la mutacion MSH2 “germline”.

La persistencia de mutaciones en el proto-oncogen K-ras era similar en el HNPCC y SRSCCa
(30%:11 en 37) y (30%:16 en 54), pero ninguno HNPCCca de los pacientes en el codon 13, y dos otros
HNPCCC tenian mutaciones K-ras multiples atribuidas a subclones. Deleciones alélicas 189 y
superexpresion de producto génico p53 eran inversamente relacionadas con MSI. La mutacién de
alteracion de estructura (“frameshifi”) del gen del receptor del factor de crecimiento transformador B
tipo Il (“transforming growth factor 3 type II receptor gene”) ha sido frecuente en todos los canceres
MSI positivos (85%: 46 de 54), pero la mutacion del gen del factor de transcripcion E2F-4 era mas
comun en HNPCCCa de pacientes con mutacion “germline” MSH2 que en aquellos con mutacion
“germline” MLH1 (100%:8 de 8) versus (40%:2 de 5) y la mutacion del gen proapoptético Bax era méas
frecuente en HNPCCCa que en SRSCCa MSI positiva (55%:17 en 31) versus 13% (2 de 15). La
combinacion mas comin de mutaciones ocurrid en solamente 23% (8 de 35) de los canceres

potencialmente evaluados MSI positivos.

Los autores concluyeron gue sus hallazgos correspondian a la heterogeneidad marcada resultante de la
acumulacién de alteraciones genéticas especificas en CRCs MSI positivos. Mas aln, es esta
heterogeneidad genética marcada la que puede ser responsable de los cuadros clinicos y patoldgicamente
heterogenios de los canceres MSI positivos. Los célculos han mostrado que la frecuencia de los

adenomas coldnicos en los HNPCC es la misma que el problema que permanece por resolver.
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Por ejemplo, Beck y col. (9) han sugerido que los pacientes HNPCC pueden desarrollar adenomas
mas precozmente y mas frecuentemente que en la poblacion general. En el St. Mark’s Hospital, un
estudio ha mostrado una mayor frecuencia de adenomas multiples en HNPCC cuando es comparado con

la poblacion general. (88).

Jass y Stewart (89) también identificaron significativamente més adenomas en pacientes HNPCC maés
jévenes de 50 afos, que la edad encontrada en los controles de necropsia. Ellos encontraron adenomas
en HNPCC que eran mas grandes, muchas veces vellosos, y tenian mayor grado (elevado) de displasia.
Estos hallazgos son consistentes con la hipotesis de que los adenomas en HNPCC tienen una mayor

tendencia para la degeneracién maligna que los adenomas esporadicos.

Jass (90) preconizo la teoria del “adenoma agresivo”, en que los adenomas se forman en los pacientes
HNPCC, tal como en la poblacién general; no obstante, una vez formados, éstos progresan hacia un
carcinoma mas rapidamente, o mas frecuentemente, o ambos, que sus contrapartes esporadicas. Una
evidencia posterior como soporte de esta teoria ha sido encontrada en un estudio finlandés que mostrd
una marcada disminucion en la incidencia del cancer de colon entre pacientes con HNPCC que fueron

sometidos a vigilancia colonoscopica regular con remocién de adenomas (91).

Smyrk y col. (92) y Jass (93) hicieron importantes contribuciones para el estudio de la patologia de
CRC en el HNPCC. Los CRC en HNPCC muestran una tendencia para un cuadro de crecimiento
solido que cuenta con la elevada frecuencia de carcinomas poco diferenciados en esta perturbacion
(93,94). Estos tumores se parecen al “Carcinoma indeferenciado descrito por Gibbs (95) y al carcinoma
medular descrito por Jessurun y Manivel (96). Estos tumores parecen tener un mejor pronéstico que los
CRC que son mas tipicos. Cuadros histologicos similares caracterizan un 15% de CRCs esporadicos
que expresan inestabilidad microsatélite (97). Este tipo especial de histologia ha sido referido como
“solido-cribiforme” en que el cuadro tiene un valor predictivo positivo de 53% para el estatus MSI+

(98).

Smyrk y col. (92) también describieron la respuesta linfoide del hospedero, normalmente la reaccion
del tipo Crohn, siendo mas comun en HNPCC que en CRCs esporadicos. Aunque este hallazgo no es
consistentemente verdadero en todas las series (93), hay una tendencia similar para formar agregados

linfoides en las cercanias del tumor que parece ser un cuadro de tumores del colon RER+ esporadico

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 151/ 279



(97). En la poblacion general, una reaccion “tipo Crohn” esta asociada con un prondstico mejorado (99).
Serd importante determinar si este fendmeno cuenta con un prondstico mas favorable de CRC en
HNPCC (86).

8.12 Patogenia en las criptas aberrantes del colon

Los focos de criptas aberrantes (ACF) son caracterizadas por lesiones en la mucosa del colon de
ratones (100), cuando criptas grandes y espesas en especimenes colorados de azul de “methyline” han
sido tratadas con un carcinogenio (azoxymetano). Estas criptas, comparadas a las de los modelos de

roedores, han sido subsecuentemente referidas en la mucosa coléonica en el hombre (101).

Roncucci y col. (102) estudiaron ACF en la mucosa colénica en un conjunto de pacientes con CRC
en dos provincias de Italia. Los hallazgos de estos investigadores mostraron que la densidad de ACF era
mas elevada y la multiplicidad de criptas baja desde el intestino grueso proximal al distal. Fueron
observados microadenomas solamente en el colon, mientras ACF hiperplasticos eran mas frecuentes en
el rectum. Ellos concluyeron que la densidad de ACF se correlacionaba con las tasas de CRC en las dos
provincias italianas en donde ha sido estudiado, lo que constituye un gradiente positivo del intestino
grueso proximal para el distal. La histologia de ACF sugiere que esas lesiones pueden ser precursoras
tanto de los pélipos adenomatosos, como de los polipos hiperplasticos. Estos datos muestran evidencia
posterior del papel de ACF en la carcinogénesis colorectal humana.

En su revision Roncucci (102) noté que Augenlicht y col. (103) describieron la existencia de
inestabilidad genodmica en los microsatélites que eran indicativos de deficiencia MMR del DNA en las
ACF humanas. Los autores también notaron que Heinen y col. (104) encontraron inestabilidad
microsatélite restringida a ACF de la mucosa coldnica del lado derecho entre pacientes con cancer del

intestino grueso.
Roncucci y col. (102) concluyeron que la inestabilidad es también mas frecuente en el carcinoma del

lado derecho del colon, reforzando un concepto de vias diferentes para el cancer del colon proximal y

distal, y dando soporte a la hipétesis del envolvimiento de ACF en el desarrollo del cancer.
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Takayama y col. (105) han hecho una revision del tema de los focus ACF y, usando endoscopia
“magnifying” estudiaron la permanencia, nimero, tamafio y aspectos displasicos de ACF en concreto
con su distribucion de acuerdo con la edad en 171 pacientes, 131 de los cuales tenian un adenomag(s) del
colon y 48 tenian CRC. Los autores, también, de forma prospectiva evaluaron la permanencia de ACF
en 11 sujetos, de los cuales cuatro eran normales, seis tenian adenoma y uno tenia cancer, antes y
después de la administracion de 100 mg. de Sulindac tres veces al dia por 8 a 12 meses.

Ellos compararon sus resultados con nueve sujetos no tratados, de los cuales cuatro eran normales y
cinco tenian adenoma. Todos los pacientes tenian hallazgos de base compatibles con ACF. Los

hallazgos revelaron que de 3155 ACF, 161 eran displasicos.

La permanencia y nimero mostré aumentar con la edad. Mas, habia correlaciones entre el nimero de
foci de criptas aberrantes, la presencia de foci displasicos, el tamafio de foci, y el nimero de adenomas.
Después de la terapia con Sulindac, el nimero de foci disminuy0, desapareciendo en siete de once
sujetos. En el grupo de control no tratado el nimero de foci no cambi6 en ocho sujetos y aumentd
ligeramente en uno. Estos autores concluyeron que tales ACF, en particular los mayores, que contenian
cuadros displasicos, pueden constituir ejemplos precursores de adenomas y cancer. Deben ser
realizados estudios de investigacion sobre los casos de ACF en el HNPCC, dado que pueden constituir
un “marcador” patoldgico para estudios de evaluacion de efectividad de la quimioprevencion, al
demostrar que hay una reduccion en la frecuencia de ACF, después de la exposicion a un agente de

quimioprevencion especifico.

8.13 Prevencion y actuacion clinica en HNPCC

Para evaluar la efectividad de la vigilancia, Vasen y col. (106) desarrollaron un modelo para
calcular la expectativa de vida y los costes de los cuidados de salud con la vigilancia de los portadores
de un gen MMR mutado HNPCC. Ha sido ejecutada una colonoscopia cada dos o tres afios y ha sido
comparada con los pacientes que no han recibido esta vigilancia de CRC. Los valores han sido,
entonces, determinados para un riesgo de la duracién de vida con la posibilidad de desarrollar CRC en
direccion con el estadio de distribucion de este cancer entre sujetos sintomaticos que resultaba el registro
de HNPCC de Alemania.

Los resultados indicaron que los portadores bajo vigilancia tenian una expectativa de vida de

siete afios, y también que el coste de la vigilancia era menor que el coste de no vigilancia. Estas
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investigaciones del gen HNPCC eran efectivas y recomendaron que las agencias gubernamentales, asi

como las organizaciones de seguros de salud, deberian apoyar y financiar esta vigilancia.

Syngal y colab. (107) examinaron la expectativa de vida y la calidad adaptada a los beneficios en la
expectativa de vida resultante de la vigilancia y colectomia profilatica entre los potenciales poseedores
de mutaciones “germline”, responsables por HNPCC . Cada un de os programas de reduccion del riesgo
que mostrd grandes ganancias en la expectativa de vida para los portadores de mutacion, con beneficios
que iban de los 13,5 afios para el grupo de vigilancia a 15,6 afios para el grupo de protocolectomia a los
25 afos de edad, comparados con los que no tuvieron cualquier intervencion. Los beneficios de la
coletomia profilatica comparados con la vigilancia disminuyeron con el aumento de edad fueron
minimos si la colectomia fue ejecutada en el tiempo del diagnéstico de cancer colerectal. Estos autores
concluyeron que la vigilancia colonoscopica era efectiva entre los portadores de mutaciones HNPCC.
Sin embargo, la preferencia entre cirugia profilatica y vigilancia coloca una decision compleja al

paciente.

Cuando existe un inicio precoz del CRC en HNPCC, asi como la combinacion de la predileccion
proximal de CRC, resulta altamente recomendable que la colonoscopia sea iniciada en la edad de los 20
a 25 afios en pacientes con 50% de riesgo de HNPCC basado en su posicién en el arbol genealdgico, o
aquellos que son portadores de mutacion “germline” HNPCC. Como consecuencia de este problema de
carcinogénesis, es recomendable que la colonoscopia sea ejecutada cada otro afios en los pacientes de
alto riesgo que no tuvieron un test de DNA y anualmente en aquellos con mutaciones”germline”
HNPCC. Es importante sefialar que la colonoscopia falta a tasas tan elevadas como de 29% para pélipos
menores que 5 milimetros de diametro. (108). Jarvinen y al (91) identificaron seis CRC entre portadores
de mutaciones “germline” HNPCC que se sometieron a tres colonoscopias en cada afio, mientras
Vasen y col. (109) descubrieron cinco canceres de “intervalo” en pacientes HNPCC dentro de los tres
afios y medio en la secuencia de una colonoscopia dicha normal. En un estudio de revision, Church
(110) sugirio que en este intervalo los CRCs se desarrollan en el epitelio con apariencia normal, dentro
de los tres afios, o de adenomas que han sido fallos”. En orden a minimizar esta tasa de fallos es
necesario que la preparacion sea excelente y un examen meticuloso de la mucosa colorectal interna sea
ejecutado. Los pacientes deben ser avisados que la colonoscopia no es un examen de vision perfecta y

por eso hay una opcion de la colectomia profilatica (111,112).
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8.14 Potencialidades de la colectomia profilatica en HNPCC y otras modalidades de
profilaxia

La colectomia subtotal como una medida profilatica entre los pacientes HNPCC permanece en
controversia. A los pacientes que tengan potencialmente mutaciones “germline” les es ofrecida esta
opcion como una alternativa a la vigilancia, para toda la vida de colonoscopias. El consejo médico
genético debe oferecer esto para que los pacientes puedan estar en mejor posicion para evaluar las
ventajas, asi como las potenciales secuelas de estas estrategias de actuacion. En el caso de colectomia
profilactica, el riesgo de mortalidad es bajo pera hay una possibilidad de morbilidad de largo curso y

mas frecuentes de yecciones.

Los pacientes también necesitan saber que ellos deberan hacer vigilancia endoscopica continuada de

la porcion restante de la mucosa rectal, una vez que el riesgo de cancer es de cerca del 1% al afio (113).

Fraggatt y col. (114) llaman la atencion hacia que el riesgo de CRC en HNPCC puede ser
significativamente mas alto en hombres cuando es comparado con las mujeres en los 50 y 60 afios de
edad respectivamente. Por otro lado, las mujeres tienen un cierto riesgo de cancer endometrial (0,5% a
los 60 afios), asi como de carcinoma del ovario en la premenopausia (0,2% a los 50 afios). Estos autores
concluyeron apropiadamente que tales diferencias intersexuales en los riesgos de cancer colorectal en
HNPCC tienen implicaciones para el rastreo y los programas, y para las tentativas en identificar los

condicionantes y modificadores de la susceptibilidad de cancer colorectal. (114).

La razén de la importancia de la opcion de la colectomia subtotal profilatica para estos pacientes
HNPCC de alto riesgo de CRC se basa en un cierto nimero de relatos de CRCs de “intervalo” que
ocurren en el periodo de un afio a cinco afios después de la colonoscopia de vigilancia anterior. Por
ejemplo, Lanspa y col. (115) estudiaron 225 sujetos con 313 canceres de colon de familias en el archivo
de la Universidad Creighton, del Nebrasca, en Estados Unidos, sobre los registros del Sindrome de
Lynch, y verificaron que seis de estos pacientes, de diferentes familias, manifestaron CRCs,
originandose dentro de un periodo de 4,5 afios postcolonoscopia. Otros 17 pacientes tenian canceres de
colon metacronos dentro del periodo de cinco afios post-reseccion (menos que la colectomia subtotal) de
su cancer de colon inicial. Entonces, de 225 pacientes CRC de familias con el sindrome de Lynch,

10,2% tenian CRC dentro del periodo de cinco afios post-colonoscopia, o de reseccion de colon
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La cirugia profilatica en los pacientes con sindrome de Lynch levanta la cuestion de saber si el nivel
de riesgo en la perturbacion merece una colectomia preventiva. DeCosse responde que “..en la
presencia de genes HNPCC defectuosos adicionales, la respuesta parece ser afirmativa’ (116). En el
caso del sindrome de Lynch Il, él constata que cuando la cirugia es planeada por la presencia de CRC,
debe ser ofrecida la opcion de oforectomia bilateral profilatica y histerectomia, particularmente si la

mujer esta en la postmenopausia (15,117-119).

Church (112) refiere que pacientes con colitis ulcerativa y FAP, que pueden estar razonablemente en
buen estado de salud, pero cuyos colones pueden mostrar severa displasia y mdltiples adenomas,
claramente no tienen colones normales. Sin embargo, en HNPCC, el colon puede parecer normal pero,
en verdad, no estd normal dado el hecho de que las mutaciones del gen de “mismatch repair” estan
presentes en el ndcleo de cada colonocito y es s6lo una cuestion de tiempo antes que se manifieste un
tumor. Church muy rasonablemente coloca la siguiente cuestion: “... ;jPor qué debe ser hecha como
rutina una colectomia profilatica en un sindrome y no en el otro? Church apoya la colectomia
profilatica en pacientes con mutaciones en genes asociados a “mismatch repair” con HNPCC que son

miembros de una familia en que hay un cuadro clinico fuerte de cancer colorectal heredado.

“Cuando los canceres aparecen en los familiares jovenes, la cirugia profilatica necesita de ser hecha
precozmente. Los pacientes no deben estar en un riesgo aumentado por complicaciones y deben

comprender completamente la racionalidad de esta supuesta recomendacion.”

Rischoff y col. (120) verificaron gque la inestabilidad microsatélite (MSI) en células CRC que son
deficientes para un subgrupo de genes “mismatch repair”, normalmente MLH1, MSH2 y MSH6 es
marcadamente reducida siguiendo la exposicion a la Aspirina o Sulindac. Estos hallazgos eran
reversibles y eran independientes de la tasa de proliferacion y de la funcién ciclo-oxigenase.
Curiosamente, una linea de células de cancer endometrial no mostré cualquier cambio con el tratamiento

con Aspirina / Sulindac.

La reduccién de la inestabilidad microsatélite en estas células deficientes en la reparacion estaba
confinada a las células no-apoptdticas. Estos autores concluyeron que sus resultados sugieren que la
Aspirina / Sulindac induce a una seleccion genética para la inestabilidad microsatélite en el subgrupo de

células deficientes MMR y pueden conferir una terapéutica profilatica efectiva para los familiares de los
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canceres HNPCC, en donde la alteracion de los genes MSH2 y MLH1 estan asociados con una

susceptibilidad mejorable de casos de cancer.

8.15 Posibilidades de experimentacion y mecanismos genéticos en HNPCC

Con los modelos animales se puede acelerar la comprension de la etiologia y la patogénesis, asi como
el control de HNPCC. De Wind y col. (121) han desarrollado modelos de ratones sufriendo una
deficiencia en el gen MMR MSH2. Curiosamente, la mayoria de estos ratones deficientes MSH2
sucumbieron a linfomas en edades precoces. Estas malignidades fueron inducidas de forma sinérgica a

través de la exposicion a etilnitrosurea.

Los ratones imuno-comprometidos Tapl y MSH2 generalmente sucumbian a tumores tipo—
HNPCC. Conjuntamente, estos datos sugieren que el espectrum de tumores HNPCC es determinado
por la exposicion de las células deficientes MMR a mutagenios exdgenos, en vez de la pérdida
especifica del tejido del alelo MMR de tipo natural, o por vigilancia inmune. Los ratones hemicigoticos
MSH2 tenian una incidencia tumoral aumentada que, sorprendentemente, era raramente correlacionada
con la pérdida del alelo MSH2. Estos autores desarrollaron un modelo para la tumorigénesis intestinal
en HNPCC, introduciendo el alelo MIN del gen supresor de tumor Apc. Sus hallazgos revelaron que
habia pérdida del alelo MSH2 tipo natural en una fraccién significante de tumores del intestino en los
ratones Apc+/Min; MSH2+/-. En algunos de estos tumores (Msh2+/-), existe un area del tumor que
revela una pérdida del alelo Msh2+, pero no del alelo Apc+, mientras otro mostrd el genotipo inverso.
Esta biclonalidad aparente podia indicar la necesidad de la colaboracion entre clones tumorales

independientes durante la tumorogénesis.

Los avances prodigiosos en el conocimiento sobre el riesgo genético, la historia natural de la
enfermedad, la vigilancia disponible recomendable y la gestion de la condicion, los tests de DNA, asi
como la necesidad para tratamiento genético, son significativamente importantes en los cuidados del
tratamiento de HNPCC y FAP; asi mismo para los pacientes con una variedad de otros perturbaciones

gue pueden estar relacionadas hereditariamente con el cancer.

El papel fundamental de los genes en el proceso que lleva al aparecimiento del cancer, ahora, estan

bien establecidos. Aun, recientemente, la investigacion cuantitativa y cualitativa de la expresion de los
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genes incidia su atencion en los cambios de la secuencia de los genes, usualmente referidos como

mutaciones.

Sin embargo, las alteraciones en la expresion génica pueden venir por otros mecanismos diferentes de
los cambios de la secuencia de los genes; esos cambios son referidos como cambios epigenéticos.
Relativamente a la condicion HNPCC, vale la importancia de dos tipos de fendmenos epigenéticos, con
relevancia en el fendnemo etiopatogénico del CRC: silenciamiento genético por metilacion y pérdida de

impresion (“imprinting ). EXisten varias revisiones disponibles para una lectura posterior (122, 123).

8.16 Influencia de la metilacion en HNPCC

Los residuos de la citosina pueden adquirir un grupo metilo en la posicion C-5. Esto ocurre en hebras
opuestas de la secuencia palindromica CpG. Muchos genes tienen regiones ricas en parejas CpG,
usualmente referidas como “islas CpG”, o fragmento minusculo Hpa, o islas HTF. En los genes
expresados extensamente, las islas CpG estan tipicamente, pero no exclusivamente, localizadas en la

region promotora. Como regla, las islas CpG estan no-metiladas (“desmetiladas”).

Cuando la metilacién ocurre, la union de los factores de transcripcion es inhibida e impedida la
transcripcion inicial, llevando al silenciamiento del gen. Los cambios “denovo” en la metilacién son uno
de los mecanismos por los cuales los genes son activados (“switch on”) y inactivados durante el
desarrollo normal. Actualmente, esta cada vez mas claro que, similarmente, los cambios en el cuadro de
la metilacion son un fendmeno comun en el cancer.

Recientemente, han sido descubiertos hallazgos de interés en el CRC hereditario. Primero, ha sido
encontrada hipermetilacion de la regién promotora del APC (124), pero su relevancia no esta
completamente evaluada, por ejemplo, analizando la expresion de APC o la proteina correspondiente.
Curiosamente, la hipermetilacion ha sido casi totalmente confinada a tumores del lado derecho, cuando

es comparada con los del colon izquierdo.

Segundo, en el modelo del ratén de FAP, el ratdbn APCwmin, ha sido posible reducir draméaticamente la

formacion de pélipos por supresion de la metilacion gendmica (125). Esto es conseguido tornando el
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raton heterocigoto para el gen de la metiltransferase DNA o inyectandoles “DNA metiltransferase

inhibitor 5-aza-2-deoxycytidine (5-aza-c) ”.

Mientras este resultado no prueba que la demetilacion del gen Apc cuenta especificamente para la
reduccion del numero de polipos, eso levantd la posibilidad provocativa de que la demetilacién

“targeted” podria ser obtenida y esto podria suprimir la tumorogénesis.

Recientemente, ha sido mostrado que en los CRCs esporadicos MSI positivos, la hipermetilacion de
la region promotora MLH1 es comdn (126-129) y asociada con la ausencia de la proteina MLH1
imunoreactiva (127). La hipermetilacion ha podido ser revertida com el tratamiento com 5-aza-3c y esto
retabelece la proteina MLH1 (127).

Algo sorprendente: hallazgos no correspondientes pudieron ser mostrados relativamente al gen MSH2,
pero cerca de 85% de todos los tumores MSI positivos (no-HNPCC) han podido contar para el
silenciamiento de MLHL1 en esta via. Se sabe, que el 12-15% de todos los CRCs son MSI positivos,
pero solamente una cuarta parte de ellos representa HNPCC. Entonces, parece que casi todos CRCs
MSI positivos pueden tener una explicacion. Una minoria, quiza una quinta parte, ocurre en pacientes
HNPCC; muchos de estos tienen una mutacion heredada en MLH1 o MLH2 y un cambio somatico que

elimina el segundo alelo.

En la mayoria, quiza cerca de cuatro quintos, la deficiencia de “mismatch repair” es causada por
eliminacién bialélica de MLH1 por hipermetilacion somatica de su promotor. Los detalles de este
esquema aun permanecen por esclarecer. Por ejemplo, ha sido mostrado previamente que el segundo
estimulo (“secondhit”) en MLH1 puede ser, sea una mutacion (47) o una deleccion (pérdida de
heterozigocidad; LOH) (130). Puede parecer, ahora, que la hipermetilacién puede también producir el

segundo estimulo “second hit”, pero no es claro cudl es la frecuencia con que esto ocurre.
Mas aun, mientras en algunos casos esporadicos han sido documentados casos de hipermetilacion

bialélica de MLHL1, es posible que en otros, un alelo pueda ser eliminado por metilacion, el otro por

LOH, o mutacién.

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 159/ 279



Esto levanta la cuestion si la metilacion “de novo” -sea especifica del gen somatico, sea especifica de

alelo- ocurre, o si la metilacion es usualmente un fendmeno bialélico generalizado.

Una vez que los CRCs esporadicos MSI positivos resultan de hipermetilacion de MLH1, esto lleva a la
especulacion intrigante sobre el papel de los factores epigenéticos en general. Queda por saber cuél es la
razén de estos tumores en mostrar mejor pronoéstico (42,86,87,131) y son predominantes del lado
derecho (132), asi como no se sabe porqué estan asociados con una edad tipica en el diagnéstico en vez
de una edad joven (132,133).

No estd completamente explicado cuales son los factores ambientales que contribuyen para la
hipermetilacion. ¢Sera la hipermetilacion especifica del gen, especifica del 6rgano, o de la edad? (134).
También, no estd esclarecido si la inhibicion, o reversion de la hipermetilacion, es preventivamente
benéfica, 0 es una estrategia terapéutica. Estas son cuestiones importantes que pueden tener un impacto
fuerte en nuestra comprension del proceso molecular en un subgrupo substancial de CRC y, como ha

sido mostrado en el cancer gastrico (135,136) y el cancer endometrial (137).

8.17 Silenciamento genético

“Imprinting” es un hecho cuando los dos alelos en una célula somatica son diferencialmente
expresados. Estudios en cigotos y embriones en el estadio precoz sugieren que el cuadro de la expresion
modificado (“up 6 down” regulacion) es precigotico, o sea, en otras palabras, es inducido por el gameta
(el huevo, o esperma). Por ejemplo, el gen factor2 de crecimiento tipo-insulina (IGF2 — “insulin-like
growth factor 2”’) es usualmente expresado en el cromosoma paternal, pero no el maternal. Si acredita
que el “imprinting” diferencial de los genes juega un papel importante en el desarrollo (138,139). No
muy sorprendentemente, modificaciones de “imprinting” han sido recientemente implicadas en el
cancer. La pérdida de “imprinting” (LOI-“loss of imprinting”’) puede ser definida, sea como activacion
de un alelo silencioso normal, o bien como el silenciamiento de un gene que se expresa normalmente
(140,141). Recientemente, LOI para IGF2 ha sido estudiado en los canceres colorectales (142). Diez de
once CRCs que eran MSI positivos mostraron LOI, mientras solamente dos de 16 que eran MSI

negativos tenian LOI.
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Lo mas intrigante, es que en aquellos pacientes cuyos tumores mostraron LOI, mucosa colonica
normal y, en algunas ocasiones, leucocitos de la sangre circulante, también mostraba LOI. En sujetos
sin cancer de colon, LOI era raro, pero ocurrio en la mucosa col6nica en dos de 16 casos y en la sangre
en dos casos de 15 (142). Estos hallazgos necesitan de confirmacién de trabajos adicionales
independientes. Mas aln, numerosas cuestiones necesitan ser contestadas. ¢Cudl es la importancia del
gen IGF2 en el CRC? (Estara el fendmeno LOI relacionado con alguna regién que pueda contener
otros genes de importancia para el CRC? ;Cudl es la base de la asociacion entre inestabilidad
microsatélite e LOI? Una vez que en las personas cuyos tumores muestran LOI, la mucosa normal y

leucocitos de la sangre también muestran LOI, serd el LOI un fendmeno vasto en el cuerpo.

8.18 Deficiencia de “repair mismatch”

Recientemente dos relatos describieron ejemplos de personas que eran “homozigotos” para una
mutacion del gen “mismatch repair”. En cada caso, los nifios de parientes consanguineos (Africa del
Norte y Turquia respectivamente) eran homocigoticos para las mutaciones MLH1 “germline”; en la
secuencia de este hecho, todos los cuadros familiares eran heterocigotos para una mutacion HNPCC.
Cuatro de cinco nifios homocigotos para estas mutaciones tuvieron neurofibromatosis tipo | que no era
conocida haber ocurrido en otros miembros de estas familias. Ademas, en una de las familias, un nifio
homocigoto fallecié a los 2 afios de edad con un hinfoma no-Hodgkin y otro tubo leucemia mieloide
aguda con la edad de 6 afios, seguida por meduloblastoma con la edad de 7 afios (143). En la otra
familia, un nifio cuyo estatus mutacional no pudo ser confirmado fallecié con 2 afios de edad, debido a
leucemia aguda; un nifio desarrollé linfoma non-hodgkin, con tres afios de edad, y un tercer nifio
desarroll6 una leucemia mieloide crénica atipica con un afio de edad (144). Estos relatos, aunque breves,
han dado alguna informacién clinica y datos moleculares. Sin embargo, los fenotipos de los cuatro nifios
afectados en los cuales la homocigocidad para la mutacion ha sido probada, eran totalmente
concordantes tanto para la neurofibromatosis como para el aparecimiento precoz de malignidad

hematoldgica.

Sus tejidos eran, aun, deficientes en “mismatch repair”’, como ha sido sefialado por demostracion de
MSI en las células de una mucosa bucal de uno de los sujetos. Un ejemplo previo de un sujeto con
deficiencia de “mismatch repair” constitucional por causa de hetrocigocidad compuesta de dos

mutaciones diferentes MLH1 “missense” ha sido descrito (145). Esta paciente desarrolld cancer de
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mama en la edad de los 35 afios y no ha sido referido tener neurofibromatosis, o malignidad

hematoldgica.

Los pacientes pediatricos con homocigotos para las mutaciones MLH1 no han sido posible ser
estudiados con gran detalle; por ejemplo, el analisis de la mutacion del gen NF1 no ha sido hecha, ni

fueron hechos estudios moleculares de las células hematolégicas afectadas referidas (143,144).

Sin embargo, estos datos muestran que el desarrollo humano normal es posible en la presencia de
“mismatch repair” deficiente en cada célula del cigoto. Esto es consistente con los hallazgos en ratones
transgénicos con homocigotos para la deficiencia de MSH2, o MLH1. (121). Sin embargo, mientras
tales ratones desarrollan linfoma, tanto en la edad precoz, como en la edad tardia, las malignidades
hematoldgicas no han sido referidas en elevada proporcién en los animales jovenes sacrificados, ni se
encontré neurofibromatosis. Claramente, los cuadros fenotipicos evidenciados por estos nifios sugieren
que la deficiencia de “mismatch repair” lleva a mutaciones en NF1, asi como genes no identificados
predisponibles para el linfoma y leucemia. El paciente descrito por Hackman y col. (145) que era
homocigoto para diferentes mutaciones missense de MLH1 tenia un fenotipo mucho mas suave; esta
explicacion es hecha asumiendo que por lo menos una de las mutaciones ha permitido la actividad
residual de MMR.

8.19 Genes baja penetracion y mutacion 11370K del gen APC

Un articulo de Laken y col. (146) es un ejemplo de una mutacion de baja penetrancia dentro del gen
APC. Estos autores estudiaron inicialmente un hombre judio Ashkenazi, paciente con 39 afios de edad
que manifestaba ocho polipos adenomatosos de colorectum y tenia una historia familiar de CRC. A
través de un analisis para la estabilidad de los microsatélites en sus tumores, ha sido excluido el
diagnostico de HNPCC.

Ha sido identificado un polipéptido APC “truncated” a través de un ensayo in vitro (IVSP — “in vitro
synthesised protein”) seguido de la transcripcion y translacion de productos de PCR (“polymerase chain
rection”), abarcando los codons 1099-1693. Sorprendentemente, la “secuenciacion” (“sequencing”) de

la region relevante de APC mostro una ausencia de mutaciones truncadas tipicas de FAP. En vez de eso,
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se identificd una transversion del nucledtido 3920 T para A con la mutacion mostrando una sustitucion

de lisina por isoleucina en el codon 1370 (11307K).

La protein “truncation” ha sido verificada como un fenébmeno in vitro causado por transversion A
para T, resultando en un tracto hipermutable. Esta mutacion no ha sido identificada en cualquiera de los
243 non-Ashkenazim que han sido examinados. En contraste, 6,1% de los 766 pacientes CRC judios
Ashkenazi evidenciaron tener una mutacion; la diferencia entre estas proporciones era

significativamente elevada (146).

Para determinar si la mutacion 11307K estaba asociada con CRC en los judios Ashkenazi, Laken y
col. (146) examinaron 211 pacientes Ashkenazim afectados con CRC vy verificaron que 10,4% de ellos
tenian la mutacion 11307K. Esto fue una proporcion significativamente mayor de lo que se ha visto en
los Ashkenazin sin CRC. Ademas, la prevalencia de las mutaciones 11307K era mas elevada en
pacientes debajo de los 66 afios que aquéllos por arriba de los 66 afios de edad (146). Laken y col. (146)
también observaron la mutacién mas frecuentemente (28%) en los Ashkenazim con CRC y un familiar
de 1° o 2° grado con CRC, o pdlipos adenomatosos, 0 ambos, cuando eran comparados con los
Ashkenazim con CRC vy una historia familiar negativa o desconocida. Ellos superficialmente estimaron
que transportando esta mutacién resultaba en una duplicacion del riesgo de CRC, arriba del tiempo de
vida del paciente, y calcularon también que la incidencia de CRC en la poblacion general Ashkenazi es
de cerca de 9-15% (147-149), por lo que ellos han sugerido que el riesgo de vida de CRC en las
personas con 11307K es probable que esté en la amplitud de los 18-30%.

Los autores sugieren que el riesgo puede ser mas elevado para aquellos con la mutacion y una historia
familiar de CRC.

La descripcion del cambio de 11307K del APC vy su efecto atribuido de causar una predisposicién
suave para el cancer, origind un interés generalizado. Esto es porque si existia una predisposicion, ésta
continuaria uno de los primeros ejemplos de cambio genético definitivo de baja penetracion en la
predisposicion del cancer humano. Hay cuestiones que estan aun por esclarecer: 1) ¢El cambio de
11307K estd apenas confinado a los judios Ashkenazi; 2) ¢Puede el estudio de su papel en la
predisposicion para CRC ser confirmado y predisponer para otros canceres?; 3) ¢Cuales son los
mecanismos que ocurren para el aparecimiento de la predisposicion?; 4) ¢Las determinaciones de

11307K tienen alguna relevancia en la practica clinica?; 5) ¢Puede la existencia de genes con baja o
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elevada predisposicion contribuir para las diferencias en la incidencia de cancer entre las poblaciones?; y
6) Existen otros polimorfismos similares? Hay por lo menos dos revisiones que abordan algunas de estas
cuestiones. (150,151).

Parece que 11307K ha sido visto casi exclusivamente en los judios Ashkenazi. Ha sido investigado en
392 noruegos no-judios (152), 148 finlandeses, 105 americanos-africanos, 54 hawaianos-japoneses y 38
italianos (153), en los cuales no ha sido encontrada. En Israel, ocurrié en 20 de 261 (7,7%) de judios con
antecedentes de Ashkenazi (154), confirmando la aproximacion de su frecuencia en esta poblacién. En
los judios-israeli non-Ashkenazi, la variante (como se esperaba) era de baja frecuencia, 3 en 339 (1,3%).
Entonces, el polimorfismo 11307K constituye el requisito de un polimorfismo que es raro en el mundo
pero comun en una poblacion “founder”. Si su “enrichment” en judios Ashkenazi es por causa del efecto
“founder” seguido de acaso (“drift”’) genético (como esta asumido para muchos genes enfermos en
poblaciones “founder”) (155), 0 se puede transportar una ventaja selectiva, esto permanece por ser

indeterminado. Conclusiones firmes son, usualmente, mui dificiles de conseguir.

, El cambio de 11370K ha sido juzgado en un estudio por no estar asociado con CRC en familiares de
Ashkenazi, que fueron estudiados porque ellos muestran agregacion familiar de cancer de mama y
ovario (156). Los autores tuvieron la tentacién de concluir que no ocurria una predisposicion directa y
sugerir un papel de deficiencia de “mismatch repair”. En un estudio en familias de canceres de ovario, se

obtuvo una conclusion similar. (157)

Sin embargo, ni el poder estadistico, ni la seleccion de las poblaciones de estudio pueden haber sido
adecuados para detectar un efecto de predisposicion de 11307K. En contraste, un efecto ha sido notado
por Gryfe y col. (158) y Rozen y col. (154) cuyos datos permiten la confirmacion de interpretaciones del
articulo inicial (146).

De acuerdo con eso, los portadores de 11307K parecen tener un riesgo de aproximadamente de 1,5 a 2
veces mas de CRC relativamente a los no-portadores (154, 159). Curiosamente, en el estudio de Gryfe y
col. (160) se ha verificado que el 11307K contribuye para numerosos y aumentados polipos
adenomatosos de colon-recto y de canceres por paciente. Resultados similares han sido obtenidos por
Frayling y col. (161). Si si 0 no el 11307K predispone para otros canceres, por ejemplo, cancer de mama,

no esta ainda claro (162), pero ha sido sugerido tener una asociacion directa con varios canceres.
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Laken y col. (146) mostraron un efecto molecular directo de 11307K en el que dentro de 23 tumores
de pacientes con 11307K y CRC, 11 tenian una mutacion “truncating” en APC. Las mutaciones
ocurrieron en la cercania de la secuencia inmediata (29 bases) del codon 1307 y en cada caso era en el
mismo cromosoma como el cambio de 11307K. Esto dio una evidencia provocativa a favor de un efecto
directo en, “cis” y fue razonable especular que la creacion de un trato (A)s en vez de (A)3 T (A)4 podia
predisponer para mutaciones insercion-deleccion a través de “slippage” en la replicacion de DNA. Prior
y col. (153) mostraron un soporte indirecto para esta interpretacion, al secuenciar en la region del codon
1307 en el DNA de tumor CRC esporadico de sujetos sin 11307K vy verificaron que el tipo y
localizacion diferian de las referidas en los portadores 11307K.

Mas aun, no ha sido posible mostrar ninguna asociacion con deficiencia “mismatch repair” en que
solamente un Unico, dentro de 22 tumores, en portadores de 11307K, mostr6 deficiencia de MMR.
(153). Entonces, la presente evidencia favorece la hipétesis de que el 11307 predispone para CRC,
haciendo la regidn cercana del codon 1307 vulnerable a inserciones y deleciones de una base singular,
que a su vez lleva a la “truncation” de APC, el propuesto “gatekeeper” de la carcinogénesis colorectal.
Una vision méas profunda en la estructura cromatinica es fundamental para la comprension de la

cancerigénesis.

Probablemente, seria muy prematuro evaluar si la presencia o ausencia de 11307K puede ser usada
para propositos de aconsejamiento. Si el riesgo de vida de los judios Ashkenazi para adquirir CRC es
del 12%, y si se convence que la presencia de 11307K aumenta el riesgo hasta 24% ¢Tiene esto

relevancia clinica?

Si muchos, portadores de 11307K tienen familiares de primer o segundo grado con CRC el riesgo a
priori de tales sujetos ya es elevado (arriba de 12%). Como influencia, la presencia o ausencia de
11307K del riesgo de una persona permanece por determinar. Mas aun, ¢como es posible que los
cambios en el riesgo estadistico, relativamente menores, tienen un impacto sobre tales cosas cuando el
comportamiento de vigilancia no es claro? Una cuestion intrigante es si si 0 no las diferencias entre
poblaciones en la incidencia de la predisposicion de polimorfismos (genes de penetrancia baja) pueden
explicar diferencias en la incidencia de la enfermedad. Por ejemplo, ¢Puede el 11307K contribuir para la
elevada incidencia de CRC (9-15%) de riesgo de vida en los judios Ashkenazi? (146). También es
relevante preguntar si mutaciones “founder” con penetracion altamente enriquecida, tal como la gran

delecion genomica del exon 16 MLH1 en los finlandeses, o la mutacion 943+3A - T en MSH2, en la
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Tierra Nueva (114) llevaron a una elevada incidencia de CRC en estas poblaciones. Asumiendo que el
HNPCC cuenta con cerca del 3% de todos los CRC, un modesto “enrichment” (por ejemplo, 30%) de
una mutacion HNPCC en una dada poblacion debe tener un efecto dirigible en la incidencia global de
CRC (30% de 3%=0,9% de aumento).

En contraste, si mutaciones génicas de baja penetracion, tales como 11307K son comunes en una
poblacion (por ejemplo 7%) y aumentan el riesgo de CRC dos veces, el aumento global causado por este
cambio sélo podia ser calculado en 7%. Usando los datos actuales de un estudio retrospectivo de
pacientes judios con carcinomas colorectales, o adenomas, Grufe y col. (160) concluyeron que 11307K

contribuye directamente para el 3-4% de todos los CRC en esta poblacion.

En un estudio retrospectivo de DNA “germline” de 164 pacientes con adenomas/carcinomas
colorectales multiples, Frayling y col. (161) detectaron un cambio de G para A que afecta el codon 1317
previendo la substitucién de glutamina en vez de acido glutamico en esta posicion (E1317Q). Este
cambio ha sido visto previamente en una familia britanica (164) con cancer del colon, pero no
“cosegregate” completamente con CRC en aquella familia. EI cambio de E1317Q ha sido procurado y

no ha sido encontrado en 213 sujetos controles britanicos.

8.20 EI HNPCC en la investigacion clinica

No es apropiado discutir el cancer colorectal sin discutir sus aspectos genéticos y biomoleculares y sin
discutir los sindromes hereditarios especificos, asi como sus inherencias dado los aspectos fenotipicos,
genéticos y toda la heterogeneidad relacionada. Con este conocimiento emergente reciente, los médicos
se sienten comprometidos a obtener no solamente una historia familiar detallada imprescindible, sino a
cémo intentar comprender cuéles son los pasos esenciales para su orientacion de vigilancia de los

familiares del paciente, como elemento complementario de su accién clinico-terapéutica.

Esta orientacion esta en conformidad con el bienestar de la poblacion, pero también tendra que
encontrarse con una nueva vertiente de la mala practica médica y su correspondiente responsabilidad por
actos de omision diagnostica, relativamente a los familiares de los pacientes que puedan tener un arbol
genealogico de incidencia heredofamiliar.

Hay que reconocer, cada vez mas, la necesidad de criar una politica sanitaria epidemiolégica que tiene

en parte que encararse con los sindromes de cancer hereditario, tal como en ciertos paises, como Estados
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Unidos, que lo tienen ya planteado como una prioridad relativa a orientaciones globales de la
investigacion con dos biomarcadores, y los estudios de epidemiologia de estas cuestiones de genética y

comprension de la maquinaria biomolecular correspondiente.

Finalmente, pensamos que con ésta actitud seremos capaces fervientemente de disminuir de forma
drastica la morbilidad y la mortalidad del CRC, transmitiendo a las comunidades cientificas/médicas y a
la poblacién en general, las potencialidades del conocimiento sobre las cuestiones genéticas del CRC y
sus correspondientes interpretaciones biomoleculares, y asi, continuar una actuacion concertada para

trabajar antes que el fenotipo de CRC se manifieste.
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CAPITULO IX

9. QUIMIOPREVENCION DEL CANCER COLORECTAL.

9.1 Introduccion

La quimioprevencion del cancer es el estudio/cientifico de la intervencion con agentes de naturaleza

farmacéutica, vitaminas, minerales y otros quimicos, para reducir la incidencia de cancer (6).

El 4cido acetilsalicilico (Aspirina) ostenta una gloria sin precedentes en la historia de los anales de la

medicina.

Las propiedades medicinales de los salicitatos, tal como el &cido salicilico, han sido reconocidas por
las culturas de los Asirios y los Egipcios. A través de los siglos siguientes, el desarrollo de la aspirina ha
sido influenciado por eminentes figuras histéricas, tales como el padre de la medicina Hipdcrates,
Napoledn, cientificos lideres y prominentes clérigos (1). Aun, en 1793 el Reverendo Edmund Stone de
Chipping Norton in Oxfordshire, en el Reino Unido, escribié al President de la Royal Society para
describir el tratamiento de pacientes con cicion (fiebre intermitente) usando polvo de la céscara del arbol
del sauce que contiene acido salicilico. En el Gltimo siglo se han observado los méas significativos
desarrollos de la aspirina. En 1897 el quimico Félix Hoffman ha formulado una forma pura y estable de
acido acetilico. Hoffman estaba trabajando en un laboratorio que era propiedad de Friedrich Bayer, en
Elberfield, Alemania. Hoffman y Bayer llamaron a la nueva preparacion aspirina y patentaron el

producto, que aparecié en el mercado en 1899.

Hoy, la aspirina es una marca protegida de la empresa Bayer en mas de 70 paises. El desarrollo y
marketing de la aspirina por la Bayer en 1899 ha sido un marco significativo en la historia de la
medicina. Otros productos con propiedades medicinales similares a la aspirina fueron subsecuentemente
desarrollados y colectivamente estos son conocidos con drogas anti-inflamatorias non-esteroides
(NSAID en la literatura de lengua inglesa). Los NSAIDs, tales como aspirina, indometacina, piroxicam

y sulindac son drogas valiosas para alivio del dolor, inflamacion y fiebre.

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 168/ 279



Los NSAIDs son extensivamente usados en el tratamiento de las enfermedades musculoesqueléticas
inflamatorias, tales como la artritis. De todos los NSAIDs, la aspirina es lo mas extensamente usado,
porque es lo més barato, facilmente disponible y estd indicada en muchas condiciones comunes, tales
como cefaleas y resfriado comun. La aspirina tiene también una indicacion muy importante dentro de la
familia de los NSAIDs en que puede reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular en pacientes con
enfermedad cardiovascular pre-existente. Dosis bajas (100-300mg/dia) pueden reducir el riesgo de
infarto del miocardio y de trombosis cerebral en pacientes que ya tienen una historia de estas
perturbaciones. En estos pacientes, la aspirina reduce el riesgo de subsecuentes eventos cardiovasculares
en cerca del 30%. Dosis mas bajas, entre 75 y 150mg. por dia también muestran promisorios resultados
en la reduccion del riesgo de enfermedad cardiovascular (2) en pacientes con enfermedad cardiovascular
pre-existente. A pesar de esto, la potencial funcion de la aspirina en la prevencion primaria de la

enfermedad cardiovascular permanece por esclarecer de modo inequivoco (3).

No obstante los beneficios ya mencionados, aun la aspirina y otros NSAIDs también tienen efectos
colaterales tdxicos. La aspirina puede causar irritacion, ulceracion y hemorragia del estomago y otros
organos del tracto gastrointestinal. La aspirina puede reducir la funcién renal, inducir bronco
constriccion en los asmaticos y en raros casos, puede precipitar hemorragia cerebral. Hay también una

ligacion de controversia entre la aspirina y el sindrome de reye en los nifios.

Las propiedades terapéuticas y toxicas de la aspirina y otros NSAIDs pueden ser explicadas
farmacoldgicamente. En 1971 (4) se descubrio que los NSAIDs inhiben el enzima ciclo-oxigenase y
entonces previne la formacion de prostaglandinas y tromboxanos a partir del precursor acido
araquiddnico. El acido araquidonico es un acido graso esencial poli-insaturado que es derivado de la
dieta. Piénsese que los efectos analgésicos, anti-inflamatorios y antipiréticos de la aspirina estan

relacionados con la inhibicidn de las prostaglandinas.
La prevencion de la enfermedad cardiovascular se piensa que esta relacionada con la inhibicion del
tromboxano en las plaquetas, lo que implica un riesgo reducido de la formacion de codgulos sanguineos

peligrosos en el corazén y los vasos sanguineos.

La enzima ciclo-oxigenase existe en dos formas (5): la ciclo-oxigenase-1, que produce

prostaglandinas y tromboxano, que son importantes en muchos procesos fisioldgicos, pero notablemente

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 169/ 279



en el estdbmago y rifidn; y la ciclo-oxigenase-2, que no se expresa en los tejidos normales, pero su

expresion estd grandemente aumentada (mas que 20 veces) en locales de inflamacion (5).

Se piensa que los efectos terapéuticos de los NSAIDs contra el dolor, inflamacién y fiebre estan
abundantemente relacionados con la inhibicion de la ciclo-oxigenase-2, mientras los efectos tdxicos de

los NSAIDs en el estomago Yy rifion estan muy relacionados con la inhibicidn de la ciclo-oxigenase-1

9.2 Quimioprevencion del cancer colorectal por la aspirina

Hay una buena evidencia que indica que el consumo regular de aspirina puede reducir el riesgo fatal
de céncer colorectal en un 50%. Mucho del trabajo inicial en este campo ha sido con NSAIDs, mas que

con la aspirina.

Los origenes de esta hip6tesis se pueden remontar al afio de 1975, cuando Bennett y Del Tacca (7)
verificaron qué canceres humanos, incluyendo canceres colorectales, producian mas prostaglandinas E2
que en la mucosa cercana. Ellos admitiran la hipotesis que los tumores que producian prostaglandinas
E2 en exceso podrian promover su propio crecimiento y/é diseminacién. Esta hipotesis gané soporte en
una serie de experiencias en roedores. A partir de 1980 surgieron trabajos cientificos experimentales,
que, consistentemente y reproduciblemente, revelaron la capacidad de los NSAIDs, tales como la
indometacina y el priroxican, inhibian polipos adenomatosos precancerosos, quimicamente inducidos, y
carcinomas precoces del colon (8,9). Después de 1983, se iniciaron estudios clinicos con sulindac en
pacientes con poliposis adenomatosa familiar (FAP en la literatura inglesa) (10). Esta condicion esta
asociada con mutaciones en el gen/supresor de tumor “Adenomatous Polyposis Coli” (APC) y es

caracterizada por el desarrollo de centenares de pdlipos en la mocosa colorectal.

Kune y col. (14) han publicado, en 1988, uno de los estudios, usando el registro de tumores en
Melbourne, Australia, refiriendo la existencia de 40% de riesgo mas bajo en la tasa de incidencia de
cancer del colon dentro del niumero de individuos que habian usado aspirina, comparada con individuos

que referian no haber usado aspirina.
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En 1989 han sido referidos los resultados de estudios conjuntos de 13.987 pacientes viejos (arriba de
los 73 afios), viviendo en una casa de jubilados en California (15-27). Las personas que habian utilizado
aspirina diariamente durante mas de un afio tuvieron una incidencia del 50% mas baja de cancer de

colon, comparada con personas que habian tomado aspirina menos que un mes.

Rosenberg y col. en 1991 (18), han sido los primeros en conducir un experimento de caso hospitalario
controlado, y se han referido a un riesgo de cerca del 50% mas bajo de incidencia de cancer colorectal
entre individuos que tomaron regularmente aspirina, comparado con los que no tomaron. El uso de

aspirina durante 10 afios estaba asociado con una reduccion del 70% en el riego de cancer colorectal.

Thun 'y col. (19-21) publicaron los resultados del mayor estudio de la relacion entre el uso de aspirina
y cancer colorectal, relativamente a 662.424 personas durante un periodo de estudio de 6 afios. El uso de
aspirina 16 o mas veces por mes ha reducido el riego de cancer del colon fatal en valores de 42% y para
el cancer rectal para valores de 34%. Comparados con los non-utilizadores de aspirina, las personas que

han utilizado por 10 0 mas afios tuvieron una reduccion de 64% en el riesgo de tener cancer del colon.

Los resultados de un estudio clinico randomizado entre varones médicos publicado en 1993 no ha
demostrado un efecto protector de la aspirina en la reduccion del riesgo de cancer colorectal en la dosis
de 325mg. en dias alternados (25). La intencion de este estudio era evaluar los efectos de la aspirina en
la prevencion de la enfermedad cardiovascular y el beta-caroteno en la prevencién del cancer en 22.071
médicos de los Estados Unidos. Debido a una significativa elevada reduccion (44%) en el riesgo de
infarto del miocardio entre los médicos a tomar, la componente randomizado del estudio ha sido

terminada después de un “follow-up de cinco afios.

En 1995 ha sido publicado un estudio para evaluar la relacion dosis/duracion en mayor pormenor
(32), en el cual se ha 80.644 mujeres enfermeras Americanas, desde 1984 hasta 1992. Los datos sobre el
uso regular de aspirina (definido como la toma de dos o mas comprimidos por semana) han sido
obtenidos por encuestas hechas en 1992. Después de veinte afios de uso regular de aspirina se verifico
gue habia una reduccion significativa del riesgo (44%) de cancer colorectal. Reeves y colaboradores, en
1996 publicaron un estudio controlado en el cual verificaron que con el uso de NSAIDs, exceptuando

aspirina, habia mayor proteccion contra el cancer colorectal, comparados con la aspirina, y en donde
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globalmente los medicamentos fueron tomados por lo menos dos veces por semana Yy durante por lo

menos un afo (35).

En 1997, el International Agency for Research of Cancer (IARC), con base en lyon, France (41)
publico el resultado de una evaluacion cientifica detallada sobre la eficacia quimiopreventiva del cancer
con aspirina, que ha considerado que la evidencia la fuerza cientifica conferida por la aspirina en el caso
del cancer colorectal en humanos aun era limitada. El IARC define “limitado” (41) como el siguiente: -
“Los datos sugieren un reducido riesgo de cancer con el uso del agente, pero por ser limitados, para
hacer una evaluacién definitiva, sea por acaso, tendencia o confusion, no podian ser excluidos con
razonable confianza, o porque los datos son restrictos a biomarcadores intermediarios de validad

’

incierta en la via putativa para el cancer.’

El grupo de trabajo del IARC evalu6 23 estudios (13-40). Kauppi y colaboradores (37) estudio la
incidencia de cancer colorectal en un estudio conjunto de 9.469 de pacientes con artritis reumatoide, en
Finlandia. Compar6 la incidencia esperada del cancer colorectal en la poblaciéon general con la
incidencia en la poblacién con la enfermedad artritis reumatoide y verificaron que los pacientes con
artritis reumatoide tenian una incidencia 38% mas baja de cancer colorectal. Este hallazgo esta
soportado por estudios anteriores en pacientes con artritis reumatoide en Finlandia (13) y Suecia (23).
Kaupi y colaboradores han concluido que el uso cronico de NSAIDs o aspirina, en dosis anti-
inflamatorias es probablemente la explicacion principal para la baja incidencia de cancer colorectal en

pacientes con artritis reumatoide. (37).

La relacion entre el uso de aspirina y el riesgo de cancer colorectal ha sido soportada por un estudio
controlado italiano (38), utilizando 1357 casos y 1891 controles, en el cual la aspirina ha sido tomada 4
veces por semana durante por lo menos 6 meses, que mostrd una reduccion de riesgo del 30%. Adn, la
fuerza global del estudio fue limitada, debido al nimero bajo de utilizadores regulares de aspirina. En
otro estudio controlado publicado en 1998 (39), los resultados sobre la relacion entre el uso de aspirina 'y
la incidencia de polipos adenomatosos esporadicos colorectales mostré 210 pacientes con poélipos
adenomatosos y 169 sin pdlipos adenomatosos.

Se hizo un ajustamiento relativamente a posibles casos de confusion y se verifico que los utilizadores
regulares de aspirina (mas que 15 veces por/mes, durante los cinco afios previos) tenian un riesgo de

44% mas bajo de polipos adenomatosos, cuando eran comparados con non-utilizadores de aspirina. Asi
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se ha demostrado que la aspirina bloguea la secuencia adenoma/cancer en un estadio precoz. Los autores
de este trabajo llaman la atencion de la necesidad de posteriores estudios, particularmente para
establecer la dosis Optima y la duracion o requerimiento para que la aspirina tenga efecto protector

contra el cancer colorectal.

Mas recientemente, en otro estudio “post-trial follow-up” con datos del Physician's Health Study
(40), en el cual la aspirina, en un estudio randomizado, fue interrumpida en 1988, después de que los
participantes escogieron recibir aspirina o placebo para el resto del estudio. De los participantes, 70%
escogieron continuar tomando aspirina con beta-caroteno o placebo. No ha sido encontrada diferencia en
el riesgo de céancer colorectal entre los participantes que tomaran aspirina después de 1988 (pero que
habian tomado anteriormente) y los participantes que comenzaron a tomar aspirina (regularmente)

después de 1988 y no la tomaban antes de 1988.

Los autores atribuyen los resultados a un periodo corto con el régimen de la toma de dosis baja de
aspirina. A pesar de esta explicacidn para una segura interpretacion cientifica es necesaria una posterior
evidencia cientifica para inequivocamente reconocer que la aspirina reduce el riesgo de cancer

colorectal.

9.3 Evidencia experimental de la quimioprevencion del cancer colorectal con la
aspirina

En la primera mitad de los afios 90 han sido realizados estudios de corta y larga duracion (42-44 y 45-
47 ) con aspirina en modelos experimentales de cancer colorectal con roedores, que convincentemente
evidenciaran una disminucion de la incidencia de canceres de colon y la multiplicidad de canceres (el

namero de canceres que se desarrollan en cada animal individual).

La hipdtesis anterior de Bennett y del Tacca (7) de que los prostaglandinas pueden estar involucrados
en el desarrollo del cancer colorectal ha sido soportada por otros estudios, siendo confirmado que
canceres colorectales humanos (48) y canceres colorectales experimentales (49) producen cantidades

aumentadas de prostaglandinas E2.
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La funcion precisa de la prostaglandina E2 en la carcinogenesis colorectal no es clara pero parece
estar involucrada en los estados precoces del proceso. La concentracion de prostaglandinas E2 esta
aumentada en tejidos de roedores pareciendo normales macroscépicamente, después de expuestos a
agentes carcinogenicos (49), o en riesgo genético de cancer colorectal (50) y en polipos adenomatosos
esporadicos, colorectales humanos (51). Hay una fuerte evidencia de que la ciclo-oxigenase-2 es el
origen enzimica del exceso de produccion de prostaglandina E2 colorectal, ya sea en los animales (52), o
en los humanos (53,54). Ruffin y colaboradores (55) sugirieron que los niveles de prostaglandina E2 en
la mucosa colorectal humana pueden ser importantes tanto como marcadores de carcinogenesis, como
medidas farmacologicas de la actividad quimiopreventiva del cancer con aspirina. En 65 personas
saludables (hombres y mujeres), con 18 afios de edad, 0 mas, la cantidad de 81mg de aspirina (una
cuarta parte del comprimido estandar en Estados Unidos) mostro ser la dosis mas baja que podia reducir
los niveles de prostaglandina E2 colorectal. En este sentido una dosis diaria de aspirina de 81mg ha sido
la recomendada en estudios de quimioprevencion con la aspirina, aunque esta cuestion de la dosis

minima efectiva de la aspirina contra el cancer colorectal no esté completamente resuelta con seguridad.

Ademas de la prostaglandina E2 y la ciclo-oxigenase-2, mucha de la investigacion en los mecanismos
especificos de la accion quimiopreventiva de la aspirina ha sido centrada en cuatro areas que se piensa
estdn relacionadas con el desarrollo del cancer colorectal (41). Estos mecanismos no deben ser
considerados como ya probados, pero si como cuatro hipotesis de trabajo para posteriores

investigaciones:

A) INHIBICION DE LA ACTIVACION CARCINOGENICA Y PRODUCCION
Las ciclo-oxigenase-1 y ciclo-oxigenase-2 pueden estar implicadas en la iniciacion de la
carcinogenesis en dos vias generales. Primero, es posible que las enzimas ciclo-oxigenase
estén implicadas en la activacion metabdlica de la carcinogenios en el colon (56,57).
Segundo, algunos productos de la degradacion de las prostaglandinas, tales como
malondialdeido? (MALONDIALDEHYDE), ejercen efectos mutagénicos y carcinogénicos
en sis-experimentales (58). La aspirina podria entonces ejercer un efecto de inhibicion de la

activacién carcinogénica y produccion.

B) INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR
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Dos estudios han indicado que tanto la aspirina (59), como los solicilatos (60) pueden reducir
la proliferacion celular en lineas de células de cancer colorectal. En los humanos, un estudio
en personas con alto riesgo mostré que 80mg de aspirina eran suficientes para inhibir la
proliferacion de las células de la mucosa rectal. (61). Son necesarios mas estudios para

validar estos hallazgos y evaluar la relevancia para el proceso carcinogénico.

C) MUERTE CELULAR PROGRAMADA

Cientificamente, hay una evidencia conflictiva de que la aspirina induce a la muerte celular
programada (apoptosis) en lineas de células de cancer colorectal. Shiff y coloboradores (59)
no han conseguido demostrar el efecto de la aspirina. En contraste, Elder y sus colaboradores
(60) han demostrado, de modo convincente, usando salicilatos, una respuesta de apoptosis en
funcion de la dosis.

Quiza la induccidn de la apoptosis por los salicilatos. Los salicilatos — tal como bastamente
son distribuidos en las plantas y los arboles — se acumulan en los sitios de infeccion y en
ciertas condiciones, pueden inducir a una apoptosis en el orden de focalizar la enfermedad
(62).

D) IMUNOVIGILANCIA
En dos estudios con lineas de células de cancer de colon se verifico la eficiencia del sistema
inmune en reducir, reconocer y atacar las células de cancer colorectal. Por el contrario, se
esperaria que la aspirina aumentara una respuesta inmune al cancer colorectal. A pesar de
esta evidencia laboratorial y de una proteccidén inmune tedrica contra el cancer colorectal en

humanos (65) son necesarios estudios posteriores.
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CAPITULO X

10. BASES MOLECULARES DE LOS TESTS DE DNA EN LAS
HECES EN EL CRC

El CRC se desarrolla como el resultado de alteraciones en genes que regulan el crecimiento, la
supervivencia y otros comportamientos celulares. Los canceres colorectales se desarrollan a través de
una de tres vias diferentes, denominadas (1) inestabilidad cromosomica, (2) inestabilidad microsatélite y

(3) “CpG island methylator phenotype .

Aunque haya un cierto grado de sobreposicion, estas vias tienden a inactivar diferentes conjuntos de
genes supresores del tumor y tienden a tener comportamientos biologicos algo diferentes. Las células
tumorales y normales, con su DNA, son liberadas en el flujo fecal, y solamente los genes mutados
pueden ser identificados, los cuales indican la presencia probable de un neoplasma en el tracto
gastrointestinal. Comprendiendo las vias que llevan al desarrollo de un tumor, los “target genes”
envueltos, y los mecanismos que estdn por de bajo de la inestabilidad gendmica, serd posible

implementar estrategias para detectar y tratar los diferentes tipos de cancer colorectal.

El CRC comanda la atencion de los gastroenterologistas porque es una de las enfermedades mas
letales con que tienen de enfrentarse; ocurre frecuentemente (y silenciosamente). Por cerca de 30 afios,
desde al principio en que se intentd comprender la base cientifica de la enfermedad, el CRC era
comprendido a nivel morfoldgico. En ese tiempo el CR era distinguido en sus formas en la base de los
niveles aparentes de diferenciacion, formacion glandular, produccion de mucina, etc, pero estas
observaciones no daban gran perspicacia para la realidad clinica y por eso estos aspectos morfoldgicos
poco contribuian para la comprension de la base bioldgica del tumor.

Actualmente esta reconocido que el cancer colorectal es el resultado final de un grupo heterogenio de
procesos que alteran las caracteristicas bioldgicas del epitelio colorectal. Por ser conocidos estos

procesos, pueden ser imaginados programas racionales de deteccion precoz, prevencion y terapéutica.

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 176 / 279



Debe ser destacado que uno de los aspectos mas importantes del CRC es que este no representa
solo un proceso singular de enfermedad, porque cuando se aborda el CRC en la perspectiva del
diagnostico precoz, en la base de la identificacion de los genes alterados en las células liberadas en el
flujo fecal, necesitamos tener en mente que al detectar un tipo u otro de CRC, las estrategias que
ofrezcan flexibilidad en los ensayos aumentaran la sensibilidad y la optimizacién. Unidos hacia la
comprension de la carcinogénesis, podemos modificar nuestras estrategias para encontrarnos con

nuestras necesidades de accion clinica.

10.1 Origen del cancer humano

Todos los canceres son causados por alteraciones genéticas. Aunque el cancer sea una enfermedad
genética, solo raramente (u ocasionalmente) es hereditaria. Las mutaciones adquiridas que ocurren fuera
de la linea germinal, son llamadas “mutaciones somdticas”. Hay muchos tipos de mutaciones diferentes.
Algunas son “point mutation” que convierten un nucleétido en otro en la secuencia del DNA. Esto
puede ocurrir a traves de la creacion accidental de un “mismatch” (apareamento) durante la replicacion
del DNA, a través de la degeneracion espontanea de una purina, o puede ser inducida por un
carcinégeno quimico que forma un “adduct” con un nucleétido que induce un error durante la
replicacion, justamente para un ejemplo de algunos mecanismos. A veces hay mecanismos de
“insertion/deletion”, (“insercion/delecion’’), en donde un nucleotido es borrado, o un nucleétido extra
es introducido en una secuencia. Esto crea un cambio en la estructura de lectura “tres-bases-por codon”
(“three-base-pair-per-codon”), y altera la codificacion de cada aminoacido que ocurre “downstream”
de una mutacién. Los cambios de los marcos usualmente llevan al aparecimiento de un codon stop
prematuro, que “truncate” la extension completa de la proteina codificada por un gen.

Las mutaciones “insertion/deletion! son posibles de ocurrir en secuencias repetitivas, tales como
“tracts de poliadenina” (An), 0 secuencias de dinucleotidos repetidas tales como (CA)n, ambas las

cuales son comunes en nuestro genoma.
Las mutaciones encontradas en canceres ocurren a nivel cromosoémico pueden incluir rearreglos

(“rearrangements”) (i.e. translocaciones ), deletions (que acostumbran ser llamados eventos de pérdida

de heterocigocidad, o LOH), duplicaciones y amplificaciones.
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Las mutaciones generalmente ocurren aleatoriamente, con ciertos tipos mas comunes en tipos
especificos de secuencias genéticas. Como se ha mencionado, las secuencias repetitivas son propensas
para mutaciones de “insertion/deletion” y los rearreglos cromosémicos frecuentemente ocurren en sitios
complementarios que permiten el cambio (o deletion) de grandes partes de material genético. Cada
alteracion cria una alteracion de la secuencia genética inicial, que puede, o no, ser de cualquier
significado bioldgico. Ocasionalmente una mutacién ocurre cuando puede trazar el destino de la

progenia de una célula.

En condiciones experimentales, ha sido referido que tres alteraciones genéticas pueden transformar
una célula normal en célula neoplasia (1). Sin embargo, esto ha sido ejecutado en un modelo in vitro, y
una de las mutaciones (insercién de un gen antigénico T [“T antigen gene”], puede haber proporcionado
los medios para deshabilitacién gendmica y la aparicion de mutaciones adicionales. No obstante, el
nimero de mutaciones esencial para el comportamiento neoplastico puede ser relativamente pequefio,
quiza cinco o diez en tumores humanos. Sin embargo, una variedad de técnicas del cancer de colon
contienen un gran ndmero de mutaciones. En 1989, Vogelstein y col. han demostrado que
aproximadamente 20% de todos los pares de brazos de cromosomas documentados en el DNA del colon
normal mostraban una pérdida de uno de los brazos (LOH) en el DNA tumoral (2). lonov y col. (3)
calcularon que quizéa habia cerca de 100.000 mutaciones microsatélites en tumores individuales con
inestabilidad microsatélite.

Muchos tumores son caracterizados por un gran nimero de una clase de alteraciones que pueden ser
consideradas ‘“signature” mutations”, que es uno de los principales métodos de la clasificacion
ocurrente de canceres del colon. Las mutaciones son “targeted” para tipos especificos de secuencias de
DNA, en lugar de ciertos genes. Como resultado, el DNA de los canceres colorectales contienen un
enorme numero de mutaciones, solamente algunas de las cuales estdn envueltas en la carcinogen

multiescaldn (“multistep”).

Aunque esta cuestion no pueda ser respondida, sin duda en este momento, es razonable adivinar que
solamente pocas de una multitud de mutaciones encontradas en un tumor contribuyen para la
tumorigénesis (4). Las mutaciones ocurren aleatoriamente, pero aquellas que proporcionan una ventaja
en crecimiento llevaran a una expansion clonal de aquella “lineage”. Otras mutaciones ocurriran que
son prejudiciales para la célula, tales como la pérdida de genes que codifican enzimas criticas, o

proteinas estructurales. Estas células moriran (mediante colapso clonal), y esas mutaciones no seran
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encontradas cuando el DNA tumoral es analizado. Sin embargo, una gran proporcién de mutaciones y
otras alteraciones ni acrecientan, ni quitan supervivencia a la célula y se expandiran como “pasajeras”
(“pasengers”), y seran encontradas como parte de la familia de mutaciones que constituyen la firma en

la célula tumoral.

10.2 El rigor de la replicacion del DNA humano

Una vez que un organismo se ha adaptado a su propio medio ambiente, y suponiendo que éste no
cambiard jamas, sera ventajoso para el organismo proteger sus planos arquitecturales (i.e., el genoma) de
cualquier cambio. EI DNA humano esté bien protegido de la degradacion y cambio por una variedad de
sistemas enzimaticos de reparacion del DNA, incluyendo “proofreading” (actividad correctora de
errores) “subumit” (preparacion por escision de bases o por escision de nucleétidos) de la polimerase
del DNA, reparacion de errores de no aparecimiento de DNA (MMR o reparacion de errores de no
apareamiento)”, “base excision repair”, Y “nucleotide excision repair”.

Pueden existir mecanismos programados en nuestro genoma que periédicamente permiten la generacién

de errores de replicacion, pero esto ocurre de un modo auto-limitado (5).

Un grupo critico de proteinas impide que las células de se dividan cuando el DNA esta dafiado, y

estas las proteinas del ciclo celular que regulan los “puntos de control” G1/S 'y G2/M.

De la misma forma una doble hebra de DNA rota puede impedir el movimiento de Gi1 en la fase S; o
el dafo de ser reparado, o de la célula entrar en la apoptosis (muerte celular programada). Se puede
aumentar grandemente el nimero de mutaciones, sea aumentando la exposicién a mutagenios (eg,
ingestion o inhalacion de carcindgenos quimicos, exposicién a la luz ultravioleta, etc.), 0 por remocion
de los sistemas envueltos en la defensa de la integridad gendmica. Se puede usar la piel como un
ejemplo del aumento del nimero de tumores, ya sea por el aumento de la exposicion de a luz
ultravioleta, o bien por la pérdida de la reparacion por excision de nucle6tido, en la fase, por exposicion

de la luz del sol ordinario, como acontece en la xerodermo pigmentosa.

10.3 Inestabilidad genémica en el CRC
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La inestabilidad gendémica se refiere a una perturbacion en la replicacion del genoma, en que un
namero excesivo de alteraciones gendmicas son creados y tolerados. La inestabilidad gendmica parece
ser un cuadro de todos los cénceres colorectales y puede ser esencial para cualquier cancer a desarrollar.
El concepto de hipermutabilidad ha sido propuesto en cerca de 30 afios (6), pero ha sido demostrado mas
draméticamente en el cancer colorectal. El aspecto mas importante es que hay distintas formas de
inestabilidad gendmica, y para cada una la clase de “target genes” difiere, asi como las estrategias para
detectar y tratar estos tumores.

Recientemente, han sido encontradas tres formas de inestabilidad genémica en el CRC. Hay un cierto
grado de sobreposicion entre estas formas de inestabilidad genémica y puede existir mas que una via de
tumorigénesis en el mismo tumor. Presumiblemente, la presencia de hipermutabilidad debida a un
mecanismo puede permitir la emergencia de una segunda via (a través de mutacion) mientras el tumor

progresa.

No obstante, predomina un tipo de inestabilidad genémica, y en muchos casos, esto determinard muchos
de los aspectos fenotipos del tumor. (7,8).

10.4 Inestabilidad cromosémica y via supresora

En 1988, Vogeltein y col. (9) ejecutaron una serie de analisis genéticos en 56 canceres colorectales y
encontraron (“point mutations”) en algunos genes pérdidas completas de otros genes, 0 mas
rigurosamente, alelos. Las (“point mutations”) en el oncogen K-ras podian ser explicadas por
carcinogenesis “quimica” tipica, pero la pérdida de mas del 20% de alelos probados indicaba que habia
un proceso evidente que permitia a las células replicarse en de una forma caotica sin estar de acuerdo
con el namero de 46 cromosomas. Analizando el “alelotipo” del cancer de colon (i.e. la pérdida alélica
media en cada locus? en la poblacion de tumores), los autores presuponieron que ciertas localizaciones
cromosOmicas contenian genes supresores de tumores que eran criticos para el desarrollo del cancer
colorectal. Esos autores verificaron que existian excesivas pérdidas en los brazos de los cromosomas
17p, 189 y 5. También, analizando un conjunto de lesiones del colon, de pequefios adenomas a
carcinomas, ellos fueron capaces de proponer la secuencia de eventos que era el primer modelo
coherente “multistep” de desarrollo del tumor de colon. (10). La primera conclusion en este modelo era
que habia una acumulacion de pérdidas alélicas (eventos LOH), que acompafiaban, y presumiblemente
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causaban, la evolucién del tumor. Los adenomas mas pequefios tenian LOH en el cromosoma 5q pero
no en los 17p y 18q. Estos cambios ocurrian més tarde (9, 11).

El cromosoma 5q fue subsecuentemente encontrado ser el sitio del gen APC, y el 17p la sede del gen
p53. Tanto el APC, como el p53 son genes supresores de tumores y requieren dos eventos mutacionales
para completar su inactivacion. En muchas circunstancias, un alelo fue inactivado por una (“point

mutation”’), que podia ser atribuible a una variedad de los mecanismos arriba descritos.

Los mecanismos que cuentan para las “allelic deletions” no han sido bien explicados, aunque haya
evidencia en la literatura que apunta hacia un virus transformador comunmente presente en el colon
humano como estando presente en muchos canceres de colon (12) que puede ser encontrado en el tracto
gastrointestinal de muchos adultos (y todos los pacientes que tienen adenomas, o canceres). (13).

Los canceres colorectales en esta via son propensos a tener inestabilidad cromosémica (CIN) (14), y
son tipicamente aneuploides, siendo que el grado de CIN esta con un destino final mas letal. (15). Los
“targets” de esta via son los genes supresores de tumor APC (el “gatekeeper” de las neoplasias
colorectales) y p53 (el gene del adenoma-carcinoma). Ciertamente que hay mas “targets” genéticos para
CIN., como hay loci adicionales con grados prominentes de LOH perdida de heterocigocidad. La
poliposis adenomatosa familiar ocurre cuando hay una mutacion “germline” en el gen APC (dando a
cada célula en el colon, una de las dos requeria pérdidas en este locus), y la enfermedad progresa a
través de la via de la CIN. La via CIN transporta una asuncion subyacente que es derivada de la

necesidad para inactivar tanto los alelos de los genes supresores de tumores APC, como el p53.

Una observacion coman (pero no unanime) es que el DNA tumoral tiene solamente una copa de estos
genes, y que esa copia tiene una mutacion inactivadora en ella. Las mutaciones en APC son casi
exclusivamente las que crian “stop codons” (i.e. los que terminan la “translation” y dan origen a una
proteina “truncated”, no funcional. Estas mutaciones tienden a ocurrir en una region de “cluster” de
mutacion, que se situa en la zona media del gen.

El gen APC es muy grande, y el “clustering” de muchas mutaciones de cierto modo facilita el
diagnostico y su abordaje, porque es estrecha la zona en que es necesario buscar mutaciones. El gen p53

es mucho mas pequefio que el APC y las mutaciones en p53 tienden a ocurrir en los exons 5-9 del gen.
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Estas mutaciones son casi siempre mutaciones (“missence”’) (i.e., éstas alteran la secuencia del codigo
del gen e interfieren con la funcion de la proteina). Ademas, la proteina es frecuentemente mas estable
como consecuencia de la mutacion. Por fin, los neoplasmas en el colon en la via de la CIN tienden a ser
expansiones clonales de células que transportan una copia mutante Unica de APC y p53 y ulteriormente
las mutaciones tienden a ocurrir porciones previsibles de las secuencias del codigo. Estas observaciones

Ilevaron al desarrollo de estrategias para detectar cnceres a partir del DNA liberado en las heces.

10.5 Inestabilidad microsatélite y “fenotipo mutante”

En 1993, una forma de inestabilidad gendmica que produce millares de mutaciones en secuencias
repetitivas de DNA ha sido encontrada en cerca de 12%-15% de canceres colorectales (DNA/MB-A-
(3,16,17) ligados al cancer colorectal non-poliposis hereditario (HNPCC — “hereditary nonpolip0sis
colorectal cancer”), (17) y Ultimamente a la pérdida del sistema MMR del DNA (18,19). Estos tumores
finalmente se desarrollan a través de la pérdida de genes supresores de tumores; sin embargo, en estas
circunstancias, los genes son inactivados por mutacién, particularmente en las secuencias conteniendo 6-
10 nucledtidos repetidos en una region de codificacion. Evidentemente, para ser un (“target gene”) en
esta via, el gen necesitaria codificar una proteina critica que controla algin aspecto del comportamiento
celular y también ser susceptible de mutacion en la ausencia de actividad MMR del DNA. Genes tales
como este incluyen el TGFB1-receptor Il (que tienen un Auio critico en una region de codificacion que
es tipicamente mutada para A9 en el tejido canceroso), IGF2 receptor. (con una secuencia Gs colocada
criticamente, el gen Bax (envuelto en la apoptosis), dos de los genes MMR del DNA minor (hMSH6 y
hHMSH3), TCF4, ciertas capases WISP-3, MBD4, y otros genes.

También, algunos genes son mutados en secuencias obviamente menos sensitivas a la pérdida del
sistema MMR del DNA, pero criticamente envueltos en la regulacién del crecimiento y de la
supervivencia celular, y estos genes son frecuentemente mutados en los tumores con inestabilidad
microsatélite (MSI).

Un ejemplo particularmente importante, es el gen APC, que es inactivado por mutacion de un alelo y
pérdida de otro en la via CIN, subrayando los diversos métodos de inactivacién de este gen esencial. El
gen APC es expresado en una célula para limitar la expresion de la B-catenina, una proteina que activa
0 transactiva los genes que son necesarios para la proliferacion celular el colon. Curiosamente, las

mutaciones en el gen B-catenina son a veces encontradas en los tumores colonicos con copias normales
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(i.e., “Wild-type” APC genes). En estas circunstancias, las mutaciones en B-catenina previenen su
degradacion por interaccion con APC dando estas diferentes mutaciones en la misma via de sefial un

resultado idéntico, que es la proliferacion desregulada.

La secuencia exacta de eventos en la via MSI no es conocida aunque ésta parezca que la pérdida del
gen TGFB1-receptorll ocurre relativamente tarde, quiza en la interfase adenoma-carcinoma, la via de
pérdida del alelo p53 salvaje ocurre en tumores CIN. Mientras esto ocurre, muchas de las secuencias
poli-A (algunas de las cuales son llamadas “BAT” por “big adenine tract”) y secuencias de
“repeticion dinucleotido” (tales como las “CA-repeats”) estan presentes en elevados nimeros a través
del genoma, y en algunos tumores, mas de la mitad de estas estan mutadas. Entonces, al encontrar
aleatoriamente mutaciones las secuencias seleccionadas BAT o “CA-repeat” sirven como un sustituto
util para el MSI, y no es necesario encontrar los genes diana mutados para concluir que este proceso que
estd en curso (20). Esto ha proporcionado un medio de diagnosticar la presencia de MSI en un tumor, y
el descubrimiento de estas secuencias puede ser encontrado en las heces de pacientes con estos tipos de

tumores.

10.6 Fenotipo metilador de las ilas CpG y via metiladora

Algunos tumores colorectales no tienen ni CIN ni MSI, llevando a creer que puede existir aln otra
forma de inestabilidad genémica.
Con el tiempo, decorriendo sobre la apreciacion de nuevos detalles sobre el MSI de los tumores
colorectales, fue reconocido que los genes (incluyendo los genes supresores de tumores, obviamente)
podian ser silenciados o inactivados por hipermetilacion de islas de CpG en los promotores de los
genes. Las islas CpG son “clusters” de residuos de CYTOSINA-guanosina en la secuencia del DNA, y
son destacadamente representadas en los promotores de cerca de mitad de los genes en nuestro genoma
(y también destacadamente ausente en otros puntos). Las mujeres tienen dos cromosomas X pero
solamente usan los genes en uno de ellos; todos los genes en el otro X estan silenciados por metilacion.
En algunos canceres, los genes supresores de tumores son hipermetilados, lo que es tan efectivo en la
inactivacién de ellos, como mutacién o deleccion a través de LOH. Curiosamente, los genes pueden ser
re-expresados por inhibicion de la enzima responsable por la manutencion de la metilacion de la isla

CpG (islas de metilacion CpG) (i.e. desmetilacion del promotor).
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En 1999, Toyota y col. (21) han propuesto que algunos canceres del colon pueden desarrollarse
por medio de un “fenotipo metilador de la isla CPG” (CIMP) [CpG island methylator Phenotype”], y
subsecuentemente han sido identificados varios genes que son significativamente metilados en los
canceres de colon, incluyendo APC (aun una via mas para silenciar la actividad de este gen), HIC-1,
TIMP-3, PTEN, P16, P14, retinoic acid receptor B, MGMT, y otros. Esto representa una tercera via,
independiente, de desarrollo de CRC. pero se pronosticar alguna sobreposicién entre si una via lleva a

la inactivacion de un gen critico que abrira otra via.

10.7 Sobreposicién entre CIMP y MSI

Los tumores MSI fueron inicialmente encontrados conjuntamente con HNPCC (7, 17), en que hay
una mutacion heredada en un alelo de un gen MMR del DNA, e inactivacion de otro alelo en una célula
coldnica, que resulta en pérdida de la actividad MMR del DNA vy la cascada MSI de mutaciones. Sin
embargo, el HNPCC cuanta solamente con 2%-3% de todos los canceres colorectales; cerca de 12%-

15% de los canceres colorectales tienen MSI. (3,16,17).

Ha sido encontrado que la mayoria de los CRC-MSI se desarrollan porque hay hipermetilacion del
gen hMLH1, proporcionando una via adquirida para MSI. Entonces, la via CIMP puede llevar al
desarrollo tumoral directamente a través de metilacion y silenciamiento de una variedad de genes
supresores de tumores, o indirectamente a través del silenciamento de hMLH1, inactivacion de MMR
del DNA, y de la via MSI.

10.8 Vias multiples para CRC

Hay vias mdltiples para llegar al CRC. Cada via envuelve sus propios mecanismos de inestabilidad
gendmica. Cada una de estas vias puede producir alteraciones en algunas combinaciones de genes
criticos, que esta, en parte, relacionada con el mecanismo de inestabilidad. Simples “point mutations”
son comunmente encontrados en muchos tumores, y estos (que ocurre continuamente), mucho de los

cuales son reparados por una variedad de genes constitutivos de mantenimiento.
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Se puede incrementar el nimero de estas mutaciones aumentando la tasa de degeneracion del DNA (a
través de inflamacion crdnica, exposicion a carcinogenios, etc), o por reduccion de la eficacia de los
sistemas de reparacion. Un aumento fuerte en la tasa de mutacion — que ocurre con instabilidad
gendémica — puede ser encontrado en muchos CRCs, y esto también proporciona una firma de
mutaciones
Esto afiade a la complejidad del analisis del tumor, pero ciertos genes, tales como APC y p53 son
esenciales en la regulacion del crecimiento celular colorectal en que ellos pueden ser “targets” de

cualquiera de las formas de la inestabilidad gendémica.

Hay alguna sobreposicion, también, cuando una forma de inestabilidad gendmica lleva a la
sobreposicién de un segundo tipo. Esto hace cualquier estrategia para detectar tumores en la base del
DNA asociado a un tumor en el colon (en las heces) un trabajo complejo. Este trabajo abrumador puede
ser ultrapasado con la utilizacion de un panel flexible de marcadores genéticos que detectaran anomalias
en cualquiera de estas vias. En la medida que nuevos marcadores son descubiertos, pueden ser
incorporados en el teste para aumentar la sensibilidad. También, si el paciente tiene un riesgo de un tipo
particular de anomalia, tal como la pérdida de MMR del DNA en el contexto del HNPCC, se puede
usar un abordaje “target” y mirar los marcadores de MSI. Con nuestra comprension del crecimiento
tumoral en los aspectos genéticos, puede ser posible crear otras concepciones de nuevos abordajes para
mejorar el diagnostico precoz y el rastreo.
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CAPITULO XI

11. RASTREO Y DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL CRC

11.1 Introduccion

El cancer colorectal (CRC) es una de las principales causas de muerte por cancer en el mundo con
estilo de vida occidental, pero esta dentro de los canceres mejor curables cuando es identificado en un
estadio precoz. Tiene una fase pre-maligna larga y una progresion lenta desde la fase de enfermedad
confinada a la pared del 6rgano hasta las fases de invasién local y de enfermedad metastatica distante.
Por eso hay una amplia oportunidad para identificar a los pacientes en un estadio curable con la
realizacion de rastreos vastos (1). Hasta el momento, los métodos existentes de tratamiento, no han sido
especificos, tales como la indagacién de sangre oculta en las heces; y dependen de técnicas invasivas
para visualizacion directa, tales como sigmoidoscopia flexible, colonoscopia o enema de bario.
Recientes avances en quimica clinica y biologia molecular llevaron al aparecimiento de nuevas técnicas
de tratamiento no invasivas, basadas en la propia biologia subyacente del CRC. Este tratamiento
identifica mutaciones que son conocidas por estar asociadas con el CRC en el DNA que es desprendido
en las heces por las lesiones malignas y premalignas del colon. La identificacion de estas mutaciones en

las muestras de heces puede ser usada para una posterior evaluacion.

En los Estados Unidos el CRC es la principal causa de muerte por cancer en hombres y mujeres no
fumadores, con un numero estimado de 57.100 muertes por cancer ocurridas en 2003, y es la segunda
causa de muerte global (2). Mientras la incidencia global del CRC ha bajado algo en los Gltimos 20
afios, cerca de 147.500 nuevos casos seran diagnosticados en 2003, en los Estados Unidos igualmente
divididos entre hombres y mujeres.

La mortalidad y la incidencia relacionados con el CRC varian en funcion de la raza y de los grupos
étnicos y es muy comun entre negros, seguida por caucasianos y americanos asiaticos, y seguidos por
hispanos e Indios Americanos. Los hombres negros tienen la incidencia més alta de muerte relacionada
con CRC.
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El factor de riesgo mas significativo para el desarrollo de CRC en la vasta mayoria de las personas es
simplemente la edad avanzada. Aproximadamente 90% de CRC ocurre después de la edad de los 50
afios, y con mas de un 70% después de la edad de los 60 afios (3). Una historia previa de CRC, la
presencia o historia personal de polipos (adenomatosos) neoplasticos, una historia familiar de CRC, y
una enfermedad inflamatoria del intestino de larga duracién aumentan esta linea de base del riesgo
relacionado con la edad. Varios factores ambientales y dietéticos también han sido implicados, y muy
notoriamente la inactividad fisica, la obesidad, dietas ricas en carne roja, asi como el uso de tabaco y
alcohol. Hay factores que mitigadamente estdn bajo investigacion, tales como vitamina D, calcium,

acido folico y agentes anti-inflamatorios no-esteroides entre otros.

El CRC parece desarrollarse a través de cambios estructurales en los genes que se originan a través de
mutaciones y modificaciones quimicas de regiones de control genético. La via mas comdn, instabilidad
cromosomica (CIN), incluye “point” mutaciones que ocurren en los genes supresores de tumores

relacionados con el CRC, tales como APC y p53 o el gen promotor comin de tumor K-ras (4).

La segunda via, la via mutadora, envuelve mutaciones en genes que controlan el reparacion de errores
de no aparacimiento del DNA, primariamente MLH1 y MSH2, que permite que las mutaciones inicien y
persisten en los genes criticos del ciclo celular (4). Hay areas de DNA con secuencias repetitivas de
nucle6tidos, conocidas como microsatélites, que son especialmente sensitivas a las mutaciones
(inestabilidad de microsatélite) cuando la reparacién de eerores de no apareamiento del DNA es

anormal.

Finalmente, los genes pueden ser “turned off” (inactivados) por hipermetilacion de las islas CpG de

las regiones promotoras en la tercera (0 “mutacion”) via.

La via del CIN lleva a cerca de 85% de todos los CRCs que son primariamente esporadicos,
originados como una consecuencia de una mutacion adquirida; sin embargo, una mutacion heredada
(“germline”) rara, envolviendo el gen APC, esta asociada con la adenomatosis poliposis coli y confiere
un riesgo de casi 100% de CRC en una edad precoz, una condicion conocida como polyposis
adenomatosa familiar (FAP). La via mutadora lleva a 12%-15% de CRCs. Mientras la mayoria de las
vias mutadoras (MIN) de CRCs son esporadicas, una minoria significante (20%) de CRCs MIN estan

asociadas con una mutacion heredada (“germline”) que predispone para el CRC conocido como

“CRC - De los factores de riesgo al diagndstico molecular” Pag. 187/ 279



HNPCC (Sindrome de Lynch). Los canceres MIN Sindrome de Lynch, por eso, constituyen
solamente 2% a 3% de todos los CRCs. Los pacientes del Sindrome de Lynch, que tienen cerca de
80% de riesgo, en la vida, de desarrollar CRC, pueden también desarrollar otros canceres, incluyendo
endometrio, ovario, tracto urinario, aparato digestivo superior y tracto biliar. Todos los pacientes deben
tener una historia familiar hecha de modo cuidadoso y pormenorizado en la investigacion de rastreo,
cuando la familia esta siendo evaluada en cuanto al riesgo de CRC familiar. Finalmente, el gen MLHL1,
que puede predisponer para CRC a través de mutaciones heredadas (“germline”), puede también
tornarse inactivo a través de una modificacion quimica adquirida. La region promotora del MLH1 es
sensiable a la hypermetilacion, una modificacion quimica adquirida que inactiva el gen MLHL1. La
hipermetilacion, por eso, lleva a una deficiencia adquirida en la reparacion de errores de no
apareamiento “repair” del DNA. Esta via es conocida la hipermetilacion de la carcinogénesis
colorectal. Estos descubrimientos en la gendmica basica y medicina laboratorial han llevado a nuevas
estrategias de tests para la identificacion precoz de lesiones malignas y premalignas, como se abordaran

mas adelante.

11.2 Tests de rastreo de cancer colorectal tradicionales

El rastreo del CRC ha probado ser efectivo, tanto en la disminucion de la mortalidad por CRC (5),
como, mas recientemente, en la disminucién de la incidencia (6). Existe un desafio mayor, sin embargo,
para los clinicos, asi como para los pacientes, para conseguir un beneficio claro en los programas de
rastreo de CRC.

Existen ciertas condiciones que disminuyen las potencialidades de los resultados de los rastreos, que
estan asociadas con algunos factores, incluyendo el nimero de estrategias del rastreo, sus esquemas
variados de recomendacion, manipulacion e inadecuacién impropia para los tests de sangre fecal,
consumo excesivo de tiempo y preparacion incomoda para el paciente en las etapas de limpieza
intestinal, y la naturaleza invasiva de muchas modalidades de rastreo riguroso. Mas aun, a pesar de su
clara eficiencia, ni todos los medicos utilizan completamente las potencialidades del CRC y no rastrean

“agresivamente” Sus pacientes y 6 no les encarajan.

Todos estos factores contribuyen a bajar las ventajas y disminuyen el valor global del esfuerzo de

indagacion. El rastreo de CRC no ha penetrado adecuadamente en la muestra de poblacion susceptible
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de ser estudiada y con indicaciones para tal, como por ejemplo, los mayores de 50 afios de edad. En los
Estados Unidos hay cerca de 20,6% de pacientes que refieren haber hecho un test de sangre oculta en las
heces dentro del afio anterior a esa cuestion, y solamente 33,6% se refieren a haber hecho una
sigmoidoscopia flexible dentro de los cinco afios, previos (7). La creacion de sistemas de recordacion
clinica de rastreos de CRC para garantizar que los pacientes mantengan fidelidad a programas de rastreo
apretados es igualmente necesaria, y condicionada por arreglos complicados de organizacion de

organigramas de organizacion de rastreos.

11.2.1 — Test de sangre oculta en las heces

El test de rastreo méas habitualmente hecho, el test de la sangre oculta fecal, se basa en identificar la
actividad de la peroxidase del hierro de la molécula de la hemoglobina, o por una indagacién nueva
inmunoldgica que identifica la proteina de la porcion de globina de la molécula de la hemoglobina.

Esta Gltima indagacion tiene la ventaja de aumentar la especificidad, lo que da menos resultados
falsos positivos causados por agentes de peroxidacion no especificos que pueden estar en las heces, tales
como ciertos alimentos o drogas. Los ensayos, publicados basados en el método de la sangre oculta (con
busca de la molécula de hierro) en las heces hechos bianualmente han demostrado una baja de 15%-18%
en la mortalidad (7, 8), mientras que el método inmunol6gico da una baja de 30%, siendo mas especifico

y mas seguro (9).

A pesar de que estos tests son repulsivos, porque exigen la manipulacion de las heces por los
pacientes, no son invasivos y no requieren ninguna preparacion del intestino, pueden ser efectuados en
cualquier oficina médica con el espécimen que el paciente ha traido de casa, o hecho por el paciente en
su domicilio con la utilizacion de los kits de test aprobados. Hay estudios multiples que apuntan hacia
una baja sensibilidad de estos tests, que tendran que ser realzados de modo repetitivo, durante afios, para
conseguir disminuciones modestas de la mortalidad referida. Muchos médicos apuntan a falsos positivos

y circunstancias en que no hay “follow ups” adecuados, resultando en pérdida de canceres (5, 10).

Los resultados negativos del test de sangre oculto en las heces no deben ser considerados
satisfactorios en definitivo para un rastreo, pero en caso de ser positivo apunta a la obligacion médica de
ser hecha una evaluacion colonoscopica (12). Por ejemplo, un toque rectal positivo nos da informacion

si el test de sangre oculto es positivo, pero la negatividad no garantiza nada, lo que implica, entonces
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seguir las reglas publicadas en los estudios controlados (12). Mientras continua el trabajo de mejorar la
sensibilidad y especificidad para los tests de sangre oculto en las heces (11), la falta de relacion entre la
pérdida de sangre y la etiologia de CRC constituye un limite natural para su utilizacion clinica como

instrumento unico final de diagnostico.

11.2.2 — Enema de bario con doble contraste

Relativamente a todos los otros exdamenes y modalidades, el enema de bario con doble contraste
no puede ser usado como examenes de rastreo de CRC. Aunque evalue el colo-rectum entero y su costo
beneficio en las series de estudios publicados, tiene muy bajo riesgo de perforacién de intestino (cerca
de 1/25.000), requiere una excelente preparacion intestinal y es perjudicado por una tasa pobre de

identificacion de pdlipos (13) comparado con los métodos de visualizacion directa.

Como el interés en esta modalidad ha bajado, pasé a haber menor disponibilidad de radiologistas
expertos en interpretar exdmenes radioldgicos de ENEMA DE BARIO CON DUPLO CONTRASTE, lo

que da mas impacto en la cualidad de estos examenes y acceso a ellos.
11.2.3 — Visualizacién directa sigmoidoscopia y colonoscopia
Mientras las estrategias de la visualizacion directa a traves de endoscopios de fibra oOptica son
efectivas en los pdlipos mas pequefios y la biopsia de lesiones de mayores dimensiones, son
consideradas invasivas y requieren preparacion intestinal para remover materia fecal antes del examen.
El examen del colon entero a través de un colonoscopio es generalmente ejecutado con sedacion, o

anestesia superficial, mientras el examen sigmoidoscopico, méas limitado, que sirve para examinar el

colon hasta la flexura esplénica, es ejecutado sin anestesia.
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11.2.3.1 — Sigmoidoscopia flexible

La sigmoidoscopia flexible, aunque sea eficaz y el coste-beneficio de su ejecucién es obvio, pudiendo
ser hecha por meédicos no endoscopistas, requiere preparacion intestinal, y s6lo consigue examinar la
mitad izquierda del colon (méaximo de insercion 60 cm; insercion media de 52-55 cm), pudiendo ser
realizada sin sedacion, pero con resultados muy molestos (14, 15, 22). Si durante una sigmoidoscopia
surgen lesiones mas complejas que un simples polipo (de diametro inferior a 1 cm) habra necesidad de
ser efectuada, obligatoriamente una colonoscopia (16,17), como en neoplasmas col6nicos avanzados,
polipos coldnicos avanzados que exhiben una o més de las siguientes caracteristicas: didmetro de por lo
menos 1cm, elevado grado de displasia, 0 una aparencia vellosa, en todo, o en parte (18). Solamente
50% a 60% de CRCs se sittan potencialmente dentro del limite de accion del sigmoidoscopio, por lo
que el fallo de insercion para alcanzar la flexura sigmoidea puede dejar de observar lesiones
significativas. El descubrimiento de adenomas avanzados, o pdlipos adenomatosos multiples pequefios
en el colon izquierdo (distal), como ha sido afirmado arriba implica, obligatoriamente, la realizacion de

una colonoscopia.

La presencia de estas “lesiones centinela”, sin embargo, puede extender la sensibilidad de los
programas en los rastreos de CRC, por ocasionalmente llevar al descubrimiento de canceres del colon

derecho (proximal), que no serian descubiertos con el sigmoidoscopio.

La eficacia global de los programas de rastreo con sigmoidoscopio en el riesgo mediano de la
poblacién puede ser estimada dentro del intervalo de 55% a 75%. Liebermany col. (19) e Imperial y col.
(20) en estudios que usaron el primer examen colonoscopico no pasando proximalmente la flexura
esplénica. Como equivalente a la sigmoidoscopia, refieren que los programas de rastreo a la
sigmoidoscopia pueden no descubrir aproximadamente la mitad de todos los pacientes con neoplasia
proximal avanzada.

Como lo indicado por estos autores, sin embargo, este proceso beneficia el hecho de que todos los
pacientes habian recibido una preparacion intestinal adecuada y todos fueron sometidos a anestesia.

Mas aun, en el caso del estudio de Liberman, 96% de los individuos eran hombres (los hombres

tienen una incidencia mas elevada de lesiones en el lado izquierdo del colon). Levin y col. Referié una

serie de 161 pacientes que desarrollaron CRC dentro del periodo de tiempo de cinco afios después de
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una sigmoidoscopia, demostrando que 30% de los fallos de las sigmoidoscopias ocurrieron el la parte

izquierda del colon en la zona al alcance del sigmoidoscopio (21).

11.2.3.2 — Colonoscopia

La colonoscopia examina todo el colon hasta el cego y es ejecutada por médicos especializados que
son primordialemente gastroenterologistas. Porque la colonoscopia tiene la sensibilidad mas elevada
entre todas las estrategias de visualizacion del colon, es considerada una referencia estandar. El rastreo,
la remocion de uno o mas polipos y biopsia deben ser realizados en una Unica sesion, y el uso de
anestesia hace el procedimiento relativamente facil para el paciente. El coste-beneficio ha sido referido

en varios estudios (22).

Los aspectos que hacen de la colonoscopia una excelente herramienta de diagndstico disminuyen su
uso como examen de rastreo. La preparacion intestinal y la anestesia pueden ser dificiles y por causa de
las complicaciones de los pacientes ancianos y las relacionadas con complicaciones de los pacientes
ancianos y condiciones co-mdrbidas. La colonoscopia esta asociada con mayores tasas de perforaciones
del intestino (25-20/10.000) y muerte, o complicaciones significativas (estimadas en aproximadamente
1-3/10.000) (16, 22, 23).

Con el aumento del uso de la colonoscopia, se torna como una herramienta de rastreo y su baja
morbilidad y mortalidad se vuelven aparentemente mas significativas cuando se compara con la
prevalencia del cancer colorectal (6-8/1000) en el riesgo medio de la poblacion.(16,22,23). En los
Estados Unidos hay mas de 80 millones de personas mayores de 50 afios y aproximadamente 4 millones
mas a pasar de los 50 afios, que cada afio retnen las condiciones de edad para entrar en programas de

rastreo con colonoscopia y sus desafios. (22).

Esto obliga a un aumento del nimero de colonoscopistas entrenados a través de programas
adicionales, llevando a un aumento de la oferta de la capacidad de servicios especializados de
colonoscopia, generando un aumento y mejoria de la accesibilidad, con un incremento significativo de

los presupuestos gubernamentales en las areas de la salud y sus politicas. Con el aumento del rastreo de
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CRC, existe la implicacion de buscar métodos innovadores para probar a las personas con una
disminucion de las dificultades corrientes que subsisten en las barreras naturales de todos los
preparativos y dificultades propias de la realizacion de una colonoscopia, manteniendo o mejorando el
rigor, las facilidades de acceso y aumentando la satisfaccion de los pacientes con el proceso de rastreo.
Al acrecentar estas preocupaciones existen o prevalecen los costes para cualquier sistema nacional de

salud de cualquier pais, o el reembolso en los casos de seguros de salud.

11.3 — Analisis del DNA de las heces

El desarrollo de tests no invasivos derivados del conocimiento de la biologia tumoral bésica muestra
la promesa de mejoria de las barreras apuntadas para la colonoscopia, como el examen de rastreo y
diagnostico de CRC. Estos tests identifican las mutaciones del DNA humano en las heces que se sabe
estan asociadas con el CRC y los polipos colorectales premalignos. EI conocimiento cientifico de esta
metodologia de base de deteccidn precoz del CRC usando un tratamiento no invasivo y riguroso, a
través del estudio de las mutaciones del DNA de las células de la mucosa colorectal, estd basado en
décadas de trabajo por Bert VVogeltein, Kennetch Kinzler y col. en la Universidad de Johns Hopkins, que
elaboraron estudios de los cambios genéticos que se desarrollan a través de una transicion del epitelium

colénico normal hasta el carcinoma colorectal invasivo (4,24).

Tales estudios pueden ser aplicados en el futuro en gran escala en programas de rastreo de
poblaciones con las caracteristicas que apuntan hacia el estudio precoz del cancer colorectal, sin
necesidad de personas especializadas, o de instalaciones médico-hospitalarias como en el caso de la

realizacion de una colonoscopia.

Mientras que la ciencia subyacente es sofisticada en el estudio de las mutaciones del DNA de las
células descamadas de la mucosa colorectal, el proceso de cosecha de heces es simple. No hay cuidados
especiales de restriccion alimenticia, o necesidad de cambios de medicacion. El paciente produce una
deposicion singular de heces en su casa, directamente para un recipiente adecuado, que es cerrado con
seguridad y enviado al laboratorio que aisla el DNA humano a partir de la muestra de heces y procede a
la identificacion de una variedad de mutaciones que usualmente estan asociadas con CRC y polipos (25).
Si una mutacion es detectada, se inicia un estudio estructurado con un follow-up y un estudio de la

naturaleza estructural, que comienza por una colonoscopia, cuyos resultados deben ser conjugados con
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una historia familiar con vista a saber si las alteraciones tienen una base hereditaria familiar o si es un

caso esporadico.

La encuesta del paciente sobre sus antecedentes y habitos de vida, conjugados con los elementos

anteriores y la naturaleza histopatologica, determinaran la estrategia diagnostico-terapéutica y el follow-

up.

Cuando los neoplasmas se desarrollan, las células y fragmentos son descamados Yy liberados en las
heces en la luz intestinal, llevando, asi, el DNA en las heces que constituyen la muestra para el test. Este
DNA es aislado de la cantidad masiva de DNA bacteriano contenido en las heces, mediante una serie de
etapas de purificacidon, en que estas “agujas en un pajar’ son separadas del bacteriano, siguiéndose el

proceso de la tecnologia de PCR (polymerase chain reaction).

Después se continua con un proceso de microsecuenciacion para deteccion de mutaciones de base-
singular en los loci que son conocidas como “hotspots” (“puntos calientes”) de mutacion (25,26).
Mientras hay millares de posibles mutaciones, la evaluacion de canceres colorectales resecados y de
tejidos de polipos colonicos avanzados muestra que un namero relativamente pequefio de mutaciones
estd asociado con la vasta mayoria de estas lesiones. Las 22 mutaciones mas comunes estan incluidas en

un panel de anélisis de DNA de las heces para el rastreo de CRC.

Estas comprenden 10 “targets” en el APC, tres en K-ras, ocho en p53 y deleciones en el microsatélite
BAT-26. (27-29). Adicionalmente, la cantidad y la calidad, o extension, de los fragmentos de DNA han
mostrado ser diferentes en pacientes con CRC y pdlipos (25,30). Este mecanismo por lo cual esto ocurre
estd bajo investigacion, pareciendo en las observaciones que el fenomeno estd relacionado con un
defecto en la muerte celular programada (apoptosis). EI DNA normal es degradado por las
endonucleases en fragmentos de cerca de 200 pares de bases durante el proceso de apoptosis, mientras
el DNA en fragmentos de extensiones mayores. El DNA Integrity Assay (DIA) evalGa el DNA humano
aislado de las heces mediante su amplificacion y analisis posterior de fragmentos que tienen una
extension de 1.300, 1800 6 2400 de bases.

El trabajo de Brand y col. (31) demuestra que un espécimen singular completo de heces es suficiente

para cada sesion de rastreo periddico y que las muestras multiples de cada paciente no necesitan de ser
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probadas en cada sesion de rastreo (31). El propio intervalo de repeticion, similar al intervalo para la
sigmoidoscopia y la colonoscopia debe ser basado el la interpretacion clinica. Sin embargo,
considerando el tiempo relativamente lento del desarrollo del cancer colorectal, un intervalo de tres a
cinco afios entre dos eventos de tests puede ser considerado apropiado de acuerdo con las indicaciones
del NATIONAL CANCER INSTITUTE.

La identificacion de DNA mutado, o alterado, en las heces de estos tres genes (APC, K-ras, p53) vy el
Bat-26 microsatélite, conjugados con el test de integridad del DNA (DIA) han podido juntar una
estrategia poderosa no invasiva al meni de rastreo del CRC, especialmente en pacientes que no revelan
concordancia con las mas efectivas técnicas de rastreo invasivas, tales como la colonoscopia y/o
sigmoidoscopia. Acrecentando el test del DNA de las heces en intervalos de 2 a 5 afios, permitird
facilitar la indicacion para el modelo de rastreo de la colonoscopia, permitendo con este simple test de
DNA de heces extender la amplitud diagnoéstica de la smoidoscopia y llegar a diagnodsticos de CRC en
la mitad derecha del colon. Pacientes que son demasiado fragiles para métodos de rastreo efectivos, o
que las sefiales y sintomas estan en conformidad con un potencial diagnoéstico de adenocarcinoma del
colon derecho pueden ser buenos candidatos para tests no invasivos, como la identificacion de
mutaciones el DNA de las heces. Por todo esto, se puede reconocer que el rastreo de CRC es una
estrategia que permite al médico tener una intervencion clinica que salvard muchas vidas, permitiendo,

igualmente, caminar con aficion a la clinica de los CRC.

Si conciliaramos este test con una historia clinica familiar, para identificar la predisposicion familiar
de CRC hereditario e integrando en un programa planeado de rastreo en la comunidad, se consigue
aplicar una accion médica de longo-termo, lo que constituye un registro medico poderoso, soportado por

sistemas de diagnostico adecuados.
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CAPITULO XIlI

12. DIANAS GENETICAS MULTIPLES EN EL DNA DE LAS
HECES

12.1 Introduccion

El cancer colorectal es una de las formas mas comunes de cancer en el mundo occidental y es curable
si el diagndstico es hecho en un estadio precoz (1-4). En los ultimos 15 afios se ha verificado que una
serie de cambios genéticos orientan la transformacion neoplasica de la mucosa normal del colon,
primeramente hacia adenomas benignos y subsecuentemente hacia adenocarcinomas (5). Estos cambios
genéticos incluyen mutaciones de activacion del oncogen K-ras y mutaciones de inactivacion de los
genes supresores de tumor TP53 y del cancer poliposis adenomatoso (APC). (6). Recientemente, ha sido
demostrado que los errores de replicacion (RERs — “replication errors”) causados por mutaciones
“germline 0 somaticas de los genes “mismatch repair” estan envueltas en el desarrollo de algunos
canceres colorectales (7, 8). El fenotipo RER puede ser detectado tan frecuente como las alteraciones en

ciertas secuencias de microsatélites, tales como el locus B26 (9).

El descubrimiento de estas alteraciones genéticas levantd la posibilidad de detectar el cancer
colorectal a través del examen del DNA de las heces, porque las células cancerosas colorectales son
derramadas/descoladas de la mucosa en las heces. Tales alteraciones dan una ventaja teorica sobre los
indicadores/marcadores convencionales, tales como testes de sangre oculta fecal para deteccion del
cancer, porque éstas reflejan una diferencia cualitativa en vez de cuantitativa entre estados normales y
neoplasicos. Mas aun, varios estudios han mostrado que es posible detectar mutaciones de K-ras y otros
genes en las muestras de pacientes con cancer colorectal (10-15). Sin embargo, hay numerosos

problemas técnicos que estan por resolverse después de haber testes en la practica clinica.

Estos problemas incluyen:
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Aislamiento reproducible de DNA de alta calidad separado de los inhibidores de PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) de las muestras de heces heterogéneas;

La capacidad de obtener DNA humano suficiente de las heces para permitir la deteccion de mutaciones
que estan presentes en solamente una pequefa fraccion de las muestras de DNA fecal;

3) El desarrollo de testes altamente especificos, y) la validacion de un pequefo numero de genes “target”

especificos que son frecuentemente mutados en canceres colorectales

12.2 Testes del DNA fecal

Hoy el teste de DNA extraido de las heces es considerado una nueva herramienta de diagndstico
precoz de CRC, con una vocacion de diagnoéstico, y de rastreo, porque entre muchos atributos no es
invasivo. Este teste detecta mutaciones genéticas, caracteristicas del CRC en células que se liberan de la
mucosa colorectal con alteraciones malignas para el flujo fecal. Aunque sea mas riguroso que el teste de
sangre oculto en las heces, no es tan sensitivo como la colonoscopia, segun varios articulos de la
literatura médica. El rastreo del CRC en las personas arriba de los 50 afios es un conocido medio de
salvar vidas. En Estados Unidos, en donde hay testes de DNA en venta, en el comercio especializado,
con un fuerte marketing sobre los médicos y la poblacién en general, los rastreos de CRC no han
conseguido aumentar muy significativamente la consciencia del beneficio del diagndstico precoz no
invasivo del CRC. (16). A pesar de todo, el teste del DNA fecal puede ser una alternativa para los
pacientes que de otro modo, no serian rastreados. En el 2004, el periddico de temas médicos THE NEW
ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE (en su numero 351:2704-2714, 2755-2758) present6 un trabajo
que enfocaba el problema del rastreo del CRC en Estados Unidos, constatando que a pesar de las
“guidelines” de las recomendaciones de rastreo, poco mas de 50% de los adultos Americanos mayores
que 50 afos de edad habian tenido un examen reciente para despiste del CRC, en los intervalos
recomendados por el “CENTERS FOR DISEASE CONTROL”.

Dentro de las muchas razones porgue las personas no se someten al rastreo del CRC se encuentran (a)
algunos individuos que no quieren someterse a una colonoscopia porque sienten una fuerte
incomodidad, a pesar de la sedacion del estado de consciencia, (b) o sea riesgo de complicaciones; (c)
otros no tienen la voluntad en manipular sus heces para hacer una sementera en un carton del teste de

sangre oculto en las heces (FOBT- “fecal occult blood test”), una vez en cada afo.
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El test de DNA de las heces sélo requiere una muestra singular expedida del cuerpo directamente en
un recipiente de las personas que no quieren someterse a cualquiera de los medios habituales de
diagndstico/rastreo (sigmoidoscopia/colonoscopia y FOBT), una comodidad a través de este medio de
deteccidn no invasivo de pesquisa de mutaciones en el DNA de las heces. El primer teste de rastreo de
CRC basado en el estudio de mutaciones del DNA de las heces comenzo a ser utilizado en los Estados
Unidos en Agosto de 2003, comercializado por EXACT SCIENCES, en Marlborough, Masachusetts. El
teste no envuelve ni endoscopia, ni preparacion alimenticia especial, ni preparacion intestinal. Ademas,

el teste no depende de la presencia de sangre en las heces pera identificar el riesgo en el paciente.

En la privacidad de su casa el paciente defeca en un recipiente que coloca encajado en la apertura del
sanitario y envia el recipiente al laboratorio para el analisis del DNA. Esta metodologia es el culminar de
mas de una década de afios de trabajo en que se intentd separar el DNA anormal de los colonocitos, en
fase de transformacion de la mucosa del colon que sufrieron descamacion del DNA bacteriano de las
heces y el DNA de los colonocitos de la mucosa normal, y después amplificar este DNA y someterlo al
teste para deteccion de las anomalias genéticas que acostumbran caracterizar al CRC. El céancer
colorectal se desarrolla como un resultado de genes inactivados por mutacion, u otras modificaciones
quimicas. (16). La inestabilidad cromosémica es la via mas comdn de desarrollo de CRC y envuelve
“point mutations” que ocurren en los genes supresores de tumor relacionados con el CRC, tales como
APC, p53, y el gen comln promotor de tumor, K-ras. En cuadro 1 se presenta el conocido modelo
genético de céncer colorectal (16).

12.3 Estudios clinicos muestram la evolucién del test

Los primeros estudios para testar el DNA fecal evaluaban un conjunto limitado de anomalias del
DNA, muy menor al que actualmente es hecho. En 1992 ha sido descubierto en las heces, por primera
vez, el mutante K-ras (17). Mas recientemente, un estudio investigé heces para deteccion de anomalias
de DNA en el gen supresor de tumor p53, en el oncogen K-ras y en el marcador de inestabilidad

microsatélite BAT-26 en 51 pacientes con CRC conocidos (18).
En este estudio, la sensibilidad global de los tres marcadores genéticos ha sido de 71%, pero las

anomalias fueron detectadas en 36 de 39 pacientes (92%) en los cuales el tumor tenia anomalias del
DNA en uno de estos tres marcadores. Ahlquist evalué muestras de heces guardadas de 21 pacientes con
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CRC (11 con adenomas >1cm y 28 controles con colonoscopia normal). (19). La bacteria de “targets”
genéticos incluia 15 “point mutations” en K-ras, p53, APC, asi como BAT-26, y los llamados “long
DNA” o “high amplifable DNA”. Este ultimo es caracteristico de células que no sufren la apoptosis
normal. La sensibilidad hacia el cancer fue del 91% CI, (71%-99%) y para los adenomas >1cm fue del
82% (48%-98%) con 93% de especificidad (76%-99%). Singal y col. (MTG-C-Ref.5) ejecutaron la
evaluacion inicial de un teste de DNA de heces en pacientes con CRC conocidos. Este teste (en venta en
el mercado) examina el DNA fecal, de 21 “point mutations” especificas en los genes K-ras, APC y p53.
Ese teste, ademas, puede detectar tanto el marcador de inestabilidad microsatélite BAT-26, como el
“long DNA”, llamado “DNA integrity assay” (DIA). El DIA identifica el DNA largo o redundante. En
los estudios clinicos el teste tenia una sensibilidad de 68% (95% CI, 56%-80%) para la deteccion de
CRC, y para los adenomas con elevado y bajo grado de displasia, con una sensibilidad de 40% y 20%,

respectivamente (20).

12.4 Refinamiento de tecnologia

Posteriores refinamientos de metodologia para identificar mutaciones en APC y BAT-26 describen
crecimientos de nuevas variables en los testes de DNA y en las heces que estan descritas en algunas
publicaciones, aunque estas metodologias no estan en venta en el mercado. Un test de proteinas
truncadas para las mutaciones del APC, muestra una gran seccién del gen APC para las mutaciones sin
sentido que resulta en discontinuacién del mensaje de trascripcion y una proteina truncada, o acortada
(6). Esta nueva tecnologia ha sido evaluada en 28 pacientes con CRC conocido, 18 de los cuales con
grandes adenomas, y 28 sujetos a un control para el cancer con este ensayo y 50% para adenomas
grandes; la especificidad fue de 100%. ElI mismo grupo de investigacion también refirio un nuevo
ensayo para deteccion de BAT-26 en las heces, a lo que ellos llamaron ensayo de “digital polymerase
chain reaction” (dig-PCR). (21).

Los resultados han sido anormales en 18 de 46 pacientes con CRC, pero las mutaciones BAT-26
fueron identificadas en las heces de 17 de 18 pacientes con CRCs que contenian mutaciones BAT-26. La
especificidad de este ensayo fue también de 100%. Entonces, estos estudios demuestran que los
refinamientos en la tecnologia de los ensayos de DNA fecal conduciran a una mejoria de la sensibilidad
y la especificidad.(22)
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Arriba de todas, esta investigacion sugiere que la version comercial ocurrente del teste del DNA de
las heces tiene una sensibilidad de cerca del 65% para CRC, 30%-40% para adenomas avanzados, y una
especificidad de cerca del 95%. En comparacion, la sensibilidad del FOBT es mucho mas baja. (23).
Entonces, el ensayo de DNA fecal representa un avance significativo en la efectividad de un teste
completamente no invasivo. Sin embargo, el teste no tan efectivo como una colonoscopia por eso no lo
puede sustituir. En otros estudios hay indicaciones de sensibilidades del 70% en el CRC y de 50% para
grandes adenomas, el teste del DNA fecal cada 4 afios ha sido menos efectivo y mas caro cuando es
comparado con la colonoscopia en cada diez afios (24).

El costo-beneficio de un gran niumero de estrategias de rastreo de CRC ha sido evaluado, incluyendo
una colonoscopia Unica, FOBT anual, DNA fecal, sigmoidoscopia cada 5 afios, FOBT anual mas
sigmoidoscopia cada cinco afios, una vez que la colonoscopia es seguida de este teste de DNA fecal cada
cinco afos, alternando con el teste de DNA fecal cada cinco afios y ningun rastreo (10). Este modelo
detallado ha identificado dos estrategias dominantes desde un punto de vista coste-beneficio: la
colonoscopia alternando con el DNA fecal con intervalos de 5 afios, y FOBT anual. La estrategia
alternando la colonoscopia con el teste de DNA fecal testado con intervalos de 5 afios ha sido la
estrategia mas efectiva, disminuyendo la incidencia y la mortalidad para 59% y 60% respectivamente
con mas elevadas reducciones esperadas en pacientes que se adhieren al esquema del teste. De esta
forma, el modelo de la inclusion del teste del DNA en las heces, cada cinco afios, alternando la

colonoscopia cada diez afios es el preferido de Ness y colaboradores (25).

En Estados Unidos, segun las estadisticas, moriran de CRC casi 60.000 personas (26,27).

De hecho, el potencial de curacion para el cancer de colon y recto, después de su reseccion quirurgica
no ha evolucionado en los ultimos 50 afios, a pesar de la mejora significativa de los métodos de técnica
quirdrgica y en los cuidados peri-operatorios. Como en otros tipos de cancer, las mejores hipotesis de
curacion del cancer de coldon y recto s6lo se pueden verificar si su reseccion quirargica se realiza antes
que se haya dado la diseminacion de las células malignas hacia otras partes del cuerpo. Hasta el
momento, los medios formales y clasicos de prevencion y tratamiento (colonoscopia y polictemia), asi
como los testes para detectar lesiones pre-cancerosas (colonoscopia, sigmoidoscopia, clister opaco de
doble contraste y pruebas de sangre oculto en las heces) no han conseguido, por si solos, hacer bajar su

incidencia como causa de muerte.
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A pesar de esta realidad, la gran mayoria de las personas con posible riesgo de poder sufrir de cancer
colorectal y de ser elegible para rastreo no se somete a los actuales testes de prevencion. El prondstico

de la enfermedad esta relacionado con su estadio en el momento del diagnostico.

Los avances en nuestra comprension sobre los mecanismos genéticos y moleculares que estan en la
base de la patogénesis del cancer colorectal tienen largas implicaciones, no s6lo en su prevencion y en el

diagnostico precoz, sino también en su tratamiento.

El diagndstico y tratamiento del cancer colorectal es complejo y frecuentemente se utiliza en todos los
niveles de cualquier sistema nacional de salud en todos los paises. S6lo una exploracion realizada en
condiciones cientificas muy exigentes podra permitir obtener resultados evidentes en la investigacion
diagnostica multidisciplinar del cancer colorectal, ¢Sera la medicina clinica capaz de disponer de testes
que permitan evaluar las alteraciones biomoleculares y genéticas de la célula cancerosa y a todos los
mecanismos evolutivos patolégicos desde la célula normal hasta la célula cancerosa? Muchas muertes
por cancer colorectal pueden ser prevenidas por deteccion precoz mediante rastreo, que es

genéricamente seguido por algunos grupos de estrategia con efectiva mejora del coste-beneficio (28-31).

12.5 El rastreo es poco utilizado

De acuerdo con las recomendaciones corrientes, las personas con riesgo medio que tienen 50 afios de

edad, o mayores, deben optar por un método de rastreo.

Las opciones convencionales (que varian considerablemente en cuanto a la invasibilidad, efectividad
y coste) son: (a) teste del sangre oculto en las heces todos los afios, (b) sigmoidoscopia flexible todos los
afios, (c) teste del sangre oculto en las heces todos los afios mas sigmoidoscopiflexible todos los cinco
afos, (d) colonoscopia cada diez afios y () enema de bario, con doble adherencia, son bajas. En un
estudio reciente de personas con mas de 50 afios, solamente 44,6% ha referido haberse sometido al teste
de sangre oculto en las heces, y s6lo 47,3% refirieron haberse sometido a una endoscopia baja (ya sea
sigmoidoscopia o colonoscopia). (32). Solamente 53,1% se habian sometido a una endoscospia baja
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dentro de los ultimos diez afios, 0 a un teste de sangre oculto en las heces dentro de los ultimos 12
meses. (32).

Es interesante observar que aunque el rastreo del cancer colorectal tenga comprobado y mostrado
haber tenido una baja en la incidencia, este es menos usado frecuentemente que el rastreo de cancer de
préstata, que no ha probado reducir la mortalidad (33). Por este motivo, es critico para los médicos de
cuidados primarios de salud intentar comprender las preferencias de sus pacientes y sus actitudes ante
los programas de rastreo, y ayudarlos a tener decisiones informadas (33,34). Leard y col. (35) explicaron
las ventajas y desventajas de los varios métodos de testes a 100 pacientes y después les preguntaron cual
de los métodos preferian como método de rastreo. Los resultados fueron: (a) colonoscopia 38% (mas
elevado para personas que ya anteriormente se habian sometido a una colonoscopia, que para las
personas que anteriormente se habian sometido al teste de la sangre oculta en las heces, 0 no se habian
sometido a cualquier teste previo), (b) teste de sangre oculto de las heces — 31% (recusando todas las
formas de teste invasivo), (c) Enema de barium — 14%, (d) sigmoidoscopia flexible — 13%. Estos
hallazgos sugieren que muchos pacientes (casi un tercio) declinaran cualquier forma de teste invasivo,

pero se someterian a un teste no invasivo.

12.6 La base molecular del test de heces

Los canceres se desarrollan y crecen como resultado de un disturbio de la funcién de los oncogenes o
de los genes supresores de tumor, o ambos. Si un gen que normalmente estimula el crecimiento sufre
una mutacion que aumenta su funcion, puede activar un oncogen, y el resultado puede ser un

crecimiento anormal y acelerado.

Inversamente, los genes supresores de tumor regulan y frenan el crecimiento celular. Potencialmente
las mutaciones peligrosas en este tipo de genes son las que reducen su funcién. Los adenomas
colorectales y los canceres se originan a través de por lo menos tres vias genéticas diferentes (que
pueden no ser completamente independientes una de las otras): (a) inestabilidad cromosomica, (b)
inestabilidad microsatélite, y (¢) metilacion de la “CpG island”.

La inestabilidad cromosomica, la pérdida de cromosomas completos durante la division celular o la

pérdida de partes de cromosomas a través de rearreglos estructurales, cuenta con cerca del 85% de los
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canceres colorectales esporadicos y esencialmente todos los tumores que se originan en el sindrome de

la poliposis adenomatosa familiar hereditario.

Vogelstein y col. (36,37) describieron la asociacion entre la acumulacion de genes supresores de
tumores mutados y oncogenes con el desarrollo de adenomas del colon y su eventual transformacién en
cancer colorectal. EI proceso en el cual la inestabilidad cromosémica causa cancer es generalmente
lento: los tumores tienden a acumular mutaciones durante un periodo de tiempo arriba de 1 a 2 décadas
(38). Aunque muchos genes puedan mutar, los que estdn frecuentemente implicados en el céancer
colorectal incluyen: APC (adenomatous polyposis coli), un gen supresor de tumor en el cromosoma 5q.
Las mutaciones en este gene tienden a aparecer primero, o por lo menos precozmente, en el desarrollo
de un adenoma. K-ras (un oncogene). Las mutaciones de este gen frecuentemente ocurren en segundo,
en el desarrollo del cancer colorectal, después del gen APC haber sido mutado p53 (un gen supresor de
tumor en el cromosoma 17p). Las mutaciones de este gene frecuentemente ocurren mas tarde en el

proceso y estan asociados con adenomas mas grandes conteniendo grados de displasia mas severos.

La inestabilidad microsatélite es responsable de menos casos de cancer colorectal que la inestabilidad
cromosomica (39-41) y esta implicada en cerca de 20% de canceres colorectales del lado derecho, pero
solamente en 1% a 2% de los canceres del lado izquierdo. (42-47). La inestabilidad microsatélite, sin
embargo, es encontrada en mas de 90% de canceres colorectales (HNPCC), que heredan una copia
defectuosa del gen “mismatch repair”. Los genes “mismatch repair” son los verificadores del deletrear
del genoma: ellos producen proteinas que detectan y reparan errores en el DNA. La pérdida de funcion
de cualquiera de estos genes (hay por lo menos cinco de ellos) pueden fallar en la reparacion de
mutaciones, que, en ocasiones, pueden acumularse (42, 48).

Los microsatélites cortos, secuencias repetidas de DNA, son particularmente vulnerables.
Eventualmente, si se acumulan muchas mutaciones, el gen funcionarad mal o fallara. Si el gen mutado
controla el crecimiento celular, o regula la supresion tumoral, la pérdida de la funcidn puede llevar al
cancer. Los genes habitualmente afectados son aquellos que contienen microsatélites en sus regiones de
codificacion; estos incluyen: (a) TGF (transforming growth factor) beta-1 receptorll, (b) receptor para el
crecimiento analogo a la insulina Il (c) BAX, (4) hMSH3, (d) hMSHS6, (e) TCF4, (f) caspacis, (g) beta-
catenina, (i) wisp-3, y (j) MBDA4. Los tumores con mutaciones en dos 0 mas loci? son encarados
teniendo inestabilidad microsatélite de alta frecuencia, y una fuerte indicacion de un fallo de un gen de

“mismatch repair”. Un microsatélite, BAT26, un locus? singular de 26 nucledtidos consecutivos de
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adelite?, estd fuertemente asociado con el fallo de un gen “mismatch”. Entonces, el teste para
mutaciones en BAT-26 es casi tan efectivo como medio de rastreo de todos los cinco loci microsatélites
(43-46).

Los genes supresores de tumores pueden también ser inactivados por una tercera via para el desarrollo
del cancer colorectal: hipermetilacion de “CpG islands” en sus regiones promotoras. “CpG islands” son
“clusters” de residuos citosina-guanosina que, son abundantes en la regién promotora de varios genes; la

region promotora instruye el gen para activar su trascripcion. (49).

12.7 Ensayos clinicos con testes de DNA en las heces

Unidos en la comprension del conocimiento sobre como se originan los neoplasmas colorectales a
nivel molecular, los investigadores estan desarrollando testes que pueden detectar el cancer colorectal
asintomatico, a través de la deteccion del DNA alterado en células liberadas de los adenomas y canceres
de la mucosa colorectal en las heces. En 1992, Sidransky y col. (50), por primera vez refirieron la
deteccidn del cancer colorectal a través del teste del K-ras mutante en las heces. Los primeros estudios,
con testes para mutaciones singulares (principalmente en el K-ras) eran de cerca de 40% de sensibilidad
para detectar el cancer colorectal (51).

Los testes mas recientes utilizan la identificacion de mas de una mutacién y son significativamente
mas sensibles. Dong y col. (44) desarrollaron un teste de DNA de las heces con tres marcadores
genéticos: p53, BAT-26 y K-ras. Estos marcadores en conjunto detectaron 36 (71%; 95% CI156%-83%)
de 51 pacientes con cancer colorectal; estos 36 constituyeron 93% (95% CI1-79%-98%) de 39 pacientes
cuyos tumores tuvieron una o mas de estas alteraciones genéticas. Ahlquist y colaboradores (45)
analizaron heces en 22 pacientes con cancer colorectal, en un estudio “doble ciego” (blinded fashion”),
11 con adenomas de por lo menos 1 cm de didmetro, y 28 pacientes con colon endoscépicamente
normales. El teste se “dirigia” (“targeted”) a “mutaciones pontuales” en cualquiera de 15 sitios de K-ras,
p53, APC, y el marcador de la inestabilidad microsatélite BAT-26. El ensayo de Ahlquist también testd
el “DNA altamente amplificable” utilizando el DIA (DNA integrity assay), que identifica el DNA
redundante, frecuentemente presente en células que no estan por sufrir una apoptosis normal (muerte
celular programada). La sensibilidad fue de 91% (95% CI 71%-99%) para cancer y 82% (95%CI 48%-
98%) para adenomas con 1 cm de diametro 0 mas grande; la especificidad ha sido 93% (95%CI176%-
99%).
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Syngal y col. (52) utilizaron un ensayo para detectar 23 marcadores del DNA en las heces, incluyendo
21 “point mutations” en el gen K-ras, en el APC y en el p53; el marcador de la inestabilidad
microsatélite BAT-26; y el DNA altamente amplificable” (??). En los pacientes con lesiones conocidas,
la sensibilidad fue 68% (95% CI 56%-80%) para detectar carcinomas colorectales invasivos, 40% para
adenomas con elevado grado de displasia, y 20% para adenomas con displasia de bajo grado. Los
resultados con testes capaces de detectar mas mutaciones en el gen APC han sido mejores que con los
testes que podian detectar menos mutaciones en este gene. Traverso y col. (53) desarrollaron un teste de
“protein truncation” que detecto alteraciones en el gen APC en 17 (61%) de 28 canceres y en 9 (50%) de
18 grandes adenomas, sin alteraciones detectables en 28 sujetos control. Traverso y col. (43) también
desarrollaron un teste “digital polymerase chain reaction” para el antigenio BAT-26. El teste fue
positivo en 18 de 46 pacientes con cancer colorectal y en 17 de 18 pacientes con canceres teniendo
mutaciones BAT-26.

Globalmente la sensibilidad de los testes “multitarget”, relativamente al DNA de las heces, tiene una
amplitud de los 68% a los 91% para el cancer colorectal y de 40% a 82% a los 91% para el cancer
colorectal y de 40% a 82% para los adenomas avanzados (28,44,54,56). La especificidad del teste
comercializado con el nombre pregen-Plus (EXACT Sciences Corporation, Maynard, Mass) es de cerca
de 95%. (43,45,56). Los estudios preliminares con el prototipo del teste “multitarget stool-based DNA”
se acercan a una especificidad de 100%, excluyendo los marcadores K-ras, sin comprometer la
sensibilidad del teste (42,44,52). Hay testes comercialmente disponibles sélo para el gen BAT26
(Pregen-26, from EXACT SCIENCES) (46), que han sido substituidos por el PreGen-Plus, que existe
comercializado en el mercado de Estados Unidos desde agosto de 2003, que se destina a maltiples
“DNA Targets” (52), y se destina para ser utilizado en el rastreo pacientes que estan en la media general
del riesgo de CRC. Este teste tiene una sensibilidad mucho mayor que el teste de la sangre oculta en las
heces, pero menos que la de la colonoscopia. Asi, el teste “multitarget” (PreeGen-Plus) solo debe ser

utilizado en aquellos pacientes que no desean ser sometidos a la colonoscopia.

Suponiendo que el rastreo de la poblacion tiene una prevalencia de canceres de 0,5% y de 5% de
adenomas avanzados, que su especifidad es 95%, que su sensibilidad para el CRC es 50%, y que su
sensibilidad para los adenomas avanzados es 15%, el valor predictivo de Pregen-plus, debera ser de 15%
(43,45,52,55,56).
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12.8 Pacientes con resultado positivo

Asi, los pacientes con un teste positivo deben someterse a una colonoscopia. Sin embargo, si en la
colonoscopia no han encontrado algan cancer, o adenoma avanzado el seguimiento de estos pacientes es
incierto, pero deben ser evaluados con mas medios para detectar si hay algun origen de DNA anormal
fuera del colon, y asi debera ser hecha la tomografia computarizada abdominal pélvica, la endoscopia
digestiva superior, rayos X del intestino delgado y TAC de térax, porque en caso de cancer de pulmén
habrd DNA anormal de la expectoracion deglutiva. (44).

En la practica clinica, es razonable ejecutar un examen fisico y continuar explorando eventuales
hallazgos extracoldnicos si es encontrada alguna anomalia del teste “multitarget” de heces y no es de
excluir la ejecucion de otra colonoscopia un afio después, en el caso de no haber encontrado hallazgos en
la colonoscopia hecha en la secuencia de un teste positivo de DNA anormal en las heces. Aungue los
datos sean limitados, la evidencia sugiere que el teste del DNA de las heces tiene un coste-beneficio.
Esto fue estudiado por Ness y col (59), donde demostraron que la estrategia de alternancia de
colonoscopia con el teste del DNA fecal en intervalos de cinco afios disminuira la incidencia del cancer
colorectal en 59% Yy la mortalidad en 60%. Adicionalmente, el mismo autor concluyé que comparando la
estrategia de “noO-rastreo” con aquella estrategia habia un “ahorro/afio” de $14.528 para el hombre y
$17.095 para la mujer. Song y Ladabaum (60) adoptando un modelo previo para evaluar el coste-
beneficio de la utilizacion del teste del DNA en las heces versus colonoscopia cada diez afios, y
suponiendo una sensibilidad de 52%, encontrada en un reciente estudio multicéntrico (44), claramente
llegaron a la conclusion que el teste no invasivo es de mejor coste-beneficio cuando es comparado con el

teste-invasivo (colonoscopia), en el modelo utilizado por aquellos autores.
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CAPITULO XIII

13. POSIBILIDADES DE CREACION Y EL POTENCIAL DE
UN INSTRUMENTO DE ENCUESTA PARA EL
DIAGNOSTICO PRECOZ DE CANCER DE COLON Y
RECTO

El cancer colorectal ha probado ser un excelente modelo de un sistema de informacion para el
estudio del papel de factores hereditarios, de la carcinogénesis ambiental, de la activacion oncogénica,
de la inactivacién de los genes supresores de tumores en la iniciacion y de la progresion de tumores
solidos. Hay una progresion relativamente bien definida en el contexto clinico desde el adenoma
benigno hasta la neoplasia maligna.

Hay un aforismo popular portugués que dice “Somos lo que comemos”. Claramente, la mejor
forma de estudiar el perfil nutricional/dietético es intentar hacer una encuesta sobre antecedentes,
habitos alimentarios y otros factores ambientales. De hecho los epidemiologistas en el estudio del cancer
colorectal apuntan hacia multiples factores relacionados con el CRC en general, tales como el humo de
tabaco, la alimentacion/nutricién/dieta, como esta evaluado por el National Cancer Institute de Estados
Unidos de América y por la American Cancer Society, al recomendar una dieta baja en grasa, elevada en
fibra natural y rica en frutos y vegetales, como uno de los instrumentos para ayudar a prevenir y retrasar
el inicio del proceso canceroso, asi como evitar ciertos estilos de vida. Estda demostrado

epidemioldgicamente que el riesgo de cancer es mayor con regimenes caloricos elevados.

Hay un cierto nimero de ingredientes en los alimentos que son potencialmente preventivos del cancer,

que pueden actuar en varios niveles de la iniciacion y de la promocién tumoral.

Por ejemplo, hay méas de 200 estudios epidemioldgicos revelando gran consistencia sobre el
hecho de que la mayor incidencia de cancer esta asociada con el bajo consumo de frutos y vegetables.
La deficiencia en micronutrientes es una razén plausible para explicar la distorcién del metabolismo y

las vias complicadas, muchas de las cuales pueden dafiar el DNA. La ingestion Optima de un
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micronutriente puede variar con la edad y la constitucion genética y ser influenciada por otros aspectos

de la dieta.

Las aminas heterociclicas (HCA), que son agentes carcinogénicos pluripotentes, son formadas al
cocinar a elevadas temperaturas, por pirolisis de las proteinas, aminoacidos o creatinina y pueden estar
presentes en la dieta humana en concentraciones substanciales, dependiendo de los habitos y modos de
cocinar. Las HCA son claramente biodisponibles de la dieta humana normal. La via de bioactivacion
propuesta consiste en la N-hidroxilacion por la CYP1A2 y subsecuente esterificacion, que ha sido
documentada en personas después de la caracterizacion extensiva in vitro y en modelos animales. El
area de investigacion mas activa en lo que respecta las HCA se dedica mas al cancer de colon y de
mama. Los humanos estan expuestos a los compuestos N-nitroso en la dieta de una variedad de carnes
curadas y pescados y sus derivados. Las N-nitrosaminas de la dieta han sido implicadas en los canceres

de es6fago y de otras partes del aparato gastro-intestinal.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) son formados durante la combustion
incompleta de materia 6rganica. El benzo(a)pireno es el compuesto PAH mejor caracterizado
disponible en la dieta. El calientamiento intenso de los alimientos, especialmente cocinados con carbon
o lefia resulta en la formacion de PAH; el benzo(a)pyreno es formado en las galletas y en la corteza del
pan y otros compuestos PAH que son producidos en la carne y pescado a la parrilla. Multiples estudios
epidemioldgicos han responsabilizado la ingestion frecuente de grasa, especialmente la de origen
animal, como la que esta asociada a una tasa mas elevada de incidencia de cancer en la mama, la

préstata y en el colon.

La apreciacion global del “formato” y “tipo” de alimentacién a través de una encuesta
personalizada permite aumentar la sospecha clinica de los antecedentes y habitos alimentarios en cuanto
a la mayor exposicion hacia agentes carcinogénicos/mutantes, incluyendo la evaluacion de otros factores

ambientales, asi como la ingestion en exceso de alcohol y el vicio del tabaco.

La encuesta esta precedida de una mensaje para justificar y motivar el candidato a su
contestacion, para asi desarollar las cuestiones relacionadas con los “antecedentes, habitos alimentarios

y otros factores ambientales”
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ENCUESTA SOBRE CANCER COLORECTAL

La presente encuesta es parte de un proyecto innovador de una Institucion Universitaria Europea y tiene como

objetivo ampliar los conocimientos sobre la Deteccién Precoz del Cancer Colorrectal.

Su respuesta detallada, atenta y rigurosa, es muy importante para la investigacion clinica y es

equivalente, en términos de apoyo desinteresado, a lo que representa si usted fuese un donante de sangre.

Asi, apelamos a su colaboracion para que sea posible en breve, investigar una enfermedad que en Espafia

es una de las principales causas de mortalidad por encima de los 50 afios de edad.

Como estimara usted, cuantas mas respuestas fuesen obtenidas, mas fiables y cientificas seran las

conclusiones de este trabajo.

Vaya por delante nuestra gratitud y deseos de buena salud.

ENCUESTA SOBRE CANCER COLORECTAL

( Antecedentes, habitos alimentarios y otros factores ambientales)

FECHA: ENCUESTA N°

1-DATOS PERSONALES

NO ESCRIBA SU NOMBRE PORQUE NO ES NECESARIO

Sefiale con X y llene los valores para peso y altura
01 |SEXO |Masc. Fem EDAD PESO Kgms. | ALTURA ___mts.

Llene el campo

102.| PROFESION |

Sefiale su opcidn con X

(si vive en pareja de hecho responda casado)
03. ESTADOCIVIL | Casado | | Viudo | | Separado | [ Divorciado | | Soltero |
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Llene los campos

04. NATURALIDAD

Ayuntamiento

Provincia

Lugar de nacimiento

Lugar donde ha vivido en su
infancia/adolescencia

Lugar donde ha vivido los ultimos 3

anos

0. HABITOS ALIMENTARIOS

(*) Por favor, utilice uno de los siguientes valores (3,2,1y 0) al llenar el cuadro de los

ALIMENTOS en lo que respecta a todas las comidas del dia.

Diariamente | 3 | Mas de 3 veces p/semana 2 | Ocasionalmente | 1

Jamas / Raramente

0

Grado de frecuencia de la ingestion de los diversos alimentos

ALIMENTOS

COMIDAS

Desayuno (*)

(designacion)

Almuerzo(*)

Merienda (*)

Cena (*)

Pan

Mantequilla

Margarina

Dulceria

Queso fresco

Queso semicurado

Queso curado

Requesén

Dulce de membrillo

Leche desnatada

Leche semidesnatada

Leche entera

Yogur desnadato

Yogur

Café solo

Café con leche

Leche con chocolate

Chocolate a la taza

Huevos

Bolleria

Empanadas

Fibra / cereales

Frutas

Otros

CARNES

Desayuno (*)

Almuerzo(*)

Merienda (*)

Cena (*)

Vaca / ternera

Conejo

Aves

Carnero

Jabali

Cerdo
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Jamon

Fiambre

Morcilla

Salchichon

Bacon

Salchicha

Otras

PESCADOQOS Desayuno (*) | Almuerzo(*) | Merienda (*)

Cena (*)

Pescados comunes

Mariscos

Bacalao

Pescados grasos (atun, salmon, etc.)

Otros

BEBIDAS Desayuno (*) | Almuerzo(*) | Merienda (*)

Agua

Vino

Cena (*)
Continla

Cerveza

Zumos (enlatados / botella)

Zumos naturales

Coca Cola / Pepsi

Infusion / te

Aperitivos (Whiskey, cofiac, etc.)

Otras

SOPAS Desayuno (*) | Almuerzo(*) | Merienda (*)

Cena (*)

Legumbres

Otras

(*) Por favor, utilice uno de los valores (3, 2, 1y 0) al llenar los cuadros de las siguientes preguntas.

Diariamiente | 3 | Mas de 3 veces p/semana 2 | Ocasionalmente| 1 |Jamas/Raramente | 0

¢ Como consume las carnes y los pescados? (*)

[06. [Cocidos| | Alaplancha | |Estofados / guisados/ rehogados | | Asados

| Fritos]| |

[07. [Utiliza alimentos precocinados / congelados ? (*)

08. ¢Enlas comidas principales qué prefiere como acompafiamiento?

*)

Arroz

Ensaladas (tomate, cebolla, lechuga....)

Patatas cocidas

Patatas fritas

Pasta

Zanahorias / Nabos

Leguminosas (garbanzo, guisantes, judias, habas, etc.)

Verduras y otras legumbres

Pan

Otros

| 09. ‘ ;Consume “fast food”? (*)

| 10. ‘ ¢Para la comida hecha en casa utiliza grasa vegetal? (*)
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‘ 11. ‘ ¢Para la comida hecha en casa utiliza grasa animal? (*) | ‘

Sefale su opcidn con una X en siguientes preguntas:

[12. [¢Le gusta la comida con salsa? | si ] | No | |

[13. [ De los vegetales ;cudles prefiere? | Legumbres | | Ensaladas | |

14. ¢Cuéntas veces toma café solo al dia? | Més de 4 3 2 1] [ o] ]
¢Con azlcar? Si No Edulcorante

[15. [¢Acostumbra calentar y/6 descongelar la comida en microondas? | si | [No| |

| 16. | ¢Acostumbra comprar platos precocinados? |si [ [ No| ]

| 17. | 4O prepara la comida en su casa? [si [ [No | ]

(En caso de que sea fumador, indique las cantidades)

[18. [¢Fuma? | No| | Si | | ¢Cual es la media de cigarrillos por dia? | |
[19. [¢Tiene animales en casa? | Perros| |Gatos| [Aves| [ Otros | |
[20. |;Tiene aire acondicionado? | Encasa | Si] | No | | Eneltrabajo | Si | | No [ |
‘21. ‘@Reside cerca de industrias contaminantes? ‘ No‘ ‘ Si ‘ ‘(;Cuéles? ‘ ‘
‘ 22. ‘ 2Vive en familia? ‘ Si ‘ ‘ No | ‘
| 23. [ ¢Vive solo? [Si | [No [ |

(*) Por favor, utilice uno de los valores (3, 2, 1y 0) al llenar los cuadros de las siguientes
preguntas (llene los campos si es el caso).

Diariamente | 3 | Mas de 3 veces p/semana 2 | Ocasionalmente| 1 |Jamas/Raramente | 0

24. Si utiliza AUTO-MEDICACION sefiale qué tipo de medicamentos toma: (@)
Cefaleas / jaquecas :
Estrefiimiento :

Acedia / dispepsia / hartura :
Vitaminas / tonicos :
Analgeésicos :

Calmantes / Ansioliticos :
Para dormir :

Otros :

Llene el campo
[25. |¢;Qué distancia recorre a pie de su casa al lugar de trabajo? mts. |

Llene de acuerdo con los valores de la frecuencia (*)
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26. ¢En qué ocupa su tiempo libre? (*)
Television / lectura / ordenadores / Internet

Praticar gimnasia / actividades de mantenimiento fisico
Praticar deporte

Pasear a pie

Otros

ANTECEDENTES DE ENFERMEDADES PERSONALES

27. Indique de qué enfermedades crénicas o recurrentes sufre? (llene los campos)

SHE RN

Senfale su opcién con una X en siguientes preguntas:
(Llene los campos si es el caso)

| 28. [¢Sufre de alguna enfermedad o trastorno intestinal? [Si] [ No| |
29. Tiene estos sintomas en mas de: 1 mes 3 meses 6 meses Un afio
Estrefiimiento
Diarrea
30. |¢Hatenido pérdida de sangre en las heces? Si No
| 31. ‘ ¢Ha consultado a su médico por causa de este problema? ‘ Si ‘ ‘ No ‘ ‘
[32. [Si ha tenido pérdida de sangre ¢,Ha consultado inmediatamente al médico? [ Si] | No| |

33. Si ha tenido pérdida de sangre y no ha consultado inmediatamente al médico:
| ¢ Cuénto tiempo ha dejado pasar? | Masde2 meses| | Masde6meses| [Masdelafio] |

34. Si ha tenido pérdida de sangre y no ha consultado al médico en ese momento (o igual que si lo hubiese
hecho més tarde):
| ¢ Se automedicé suponiendo que eran hemorroides? | ]

35. En caso de gue hubiese tenido pérdida de sangre, su médico ha pedido para usted:
Rayos X / clister opaco
Una rectosigmoidoscopia
Una colonoscopia

| 36. ; Toma habitualmente algn tipo de medicacién? [ No | [ si] |
37. Indique la medicacién que | Por mas de 3 meses Por més de 6 meses Por mas de 1 afio
toma regularmente
1.
2.
3.
4
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6.
38. ¢Sufre de No Por mas de 1 afio Por més de 3 afios Por més de 5 afios
hipertension?
[39. ¢Tuvo algin ataque cardiaco o infarto del miocardio? Si [ [ No | ]
| 40. ;Ha sufrido algin AVC/trombosis? Si | [ No | |
Si_ [ [ No [ |

| 41. ¢ Tiene algan familiar con cancer en el intestino?

42. Si su respuesta es si sefiale su opcion con una X

GRADO DE
PARENTESCO

¢Quién?

¢Llego a ser operado del
intestino?

¢ Fallecié algun familiar
como consecuencia de
cancer en el intestino?

Padre

Madre

Abuelos paternos

Abuelos maternos

Tios paternos

Tios maternos

Primos hermanos paternos

Continlia

Primos hermanos maternos

Hermanos

Hijos

43. Factores psiquicos

| ¢ Acostumbra reaccionar depresivamente ante las contrariedades de la vida?

Si |

44. Si su respuesta es si ¢codmo reacciona?

De modo depresivo/negativista

Con indiferencia (alejado/desistencia)

Con obsesion/fijacion

Con angustia / ansiedad / intranquilidad

Con insomnio/perturbacion del suefio

Con fatiga cronica / falta de energia / motivacion

Cansancio / desanimo al despertar

Otros

‘ 45, ‘ ¢Encara la adversidad con serenidad ?

| 46. | ¢ Intenta buscar culpables ante la adversidad?

47. Si su respuesta es si, intente discriminar:

Condiciones de trabajo

Condiciones econémicas

Personas de familia 0 amigos (as)

Pareja frustrada

Enfermedad (es)

Incapacidad / inaptitud

Azar / infelicidad / destino / suerte

Otras causas o factores (Indique otras causas o factores externos a su voluntad)
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48. Si desea agregar informacidn relacionada con el tema, describala en las diez lineas siguientes:

iGracias por su colaboracién!

CAPITULO X1V

14. CONCLUSIONES

I- El cancer es una enfermedad de base génetica porque puede ser atribuido a alteraciones dentro de los
genes, pero en muchos casos no es una enfermedad heredada. En una enfermedad heredada el defecto

esta presente en los cromosomas de un progenitor y es transmitido al cigoto.
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Il — Las alteraciones genéticas que llevan al aparecimiento de muchos cénceres se originan en el DNA
de una célula somética durante el periodo de la vida de un individuo afectado. Por causa de estas
alteraciones genéticas, las células cancerosas proliferan sin control, produciendo tumores malignos que

invaden los tejidos cercanos saludables.

111 — El comportamiento de las células cancerosas es muy facil de estudiar cuando crecen en cultura. Las
celulas normales pueden ser convertidas en células cancrosas mediante su tratamiento con agentes
genotoxicos, tales como quimicos, radiaciones o viroses tumorales. La carcinogénesis es un proceso

complejo, que evoluciona por etapas.

IV — En términos de biologia molecular y celular el cancer puede representar un relativo pequefio
numero de enfermedades causadas por defectos moleculares en funciones celulares resultantes de
alteraciones similares en los genes de un célula. En Gltima expresion se puede definir el cancer como

una enfermedad constituida por la expresion génica alterada.

V — Esta expresion génica alterada ocurre a través de un cierto numero de mecanismos, incluyendo
agresiones directas al DNA (tales como mutaciones, translocaciones, amplificaciones, deleciones,

inserciones, etc), asi como transcripciones y translaciones anormales.

VI — Si se considera el cancer como una enfermedad que resulta de alteraciones en el DNA de las
células somaticas. Entonces, acontece que cualquier actividad que aumenta la frecuencia de mutaciones

genéticas es probable que aumente el riesgo de desarollar cancer.

VIl — Los nucleotidos que se vuelven quimicamente alterados o los nucledtidos que son incorporados
incorrectamente durante la replicacion son selectivamente removidos del DNA por mecanismo de

reparacion del DNA.

VIII — El CRC se desarrolla como el resultado alteraciones que regulan el crecimiento, la supervivencia
y otros comportamientos celulares. Los canceres colorectales se desarrollan a través de una de tres vias
diferentes denominadas (1) inestabilidad cromosomica, (2) inestabilidad microsatélite y (3) “CpG island

methylator phenotype”.

IX — Las células tumorales y normales, con su DNA, son liberadas en el flujo fecal, y solamente los
genes mutados pueden ser identificados, los cuales indican la presencia probable de un neoplasma en el

tracto gastrointestinal.
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X — Recientemente fueron descritos nuevos avances en quimica clinica y biologia molecular que
llevaron al aparecimiento de nuevas técnicas de abordaje no invasivas, que identifican mutaciones que
son conocidas por estar asociadas con el CRC en el DNA que es desprendido en las heces por las

lesiones malignas y premalignas del colon.

XI — El test del DNA extraido de las heces es considerado una herramienta de diagnéstico precoz de
CRC, con una vocacion de diagnostico y de rastreo, a través de la deteccion de mutaciones genéticas

caracteristicas del CRC.

XII — Los genes habitualmente afectados son aquellos que contienen microsatélites en sus regiones de
codificacion; estes incluyen: (1) TGF (transforming growth factor) beta-1 receptor Il; (2) Insulin-like
growth factor Il receptor;(3) BAX, (4) hMSH3, (5) hMSHS6, (6) TCF4, (7) caspases, (8) beta-catenina,
(9) wisp3, (10) MBDA4.

X111 — El conocimiento de los factores de carcinogénesis en la nutricién/dieta es una contribucién para

la prevencion, el rastreo y la historia diagnostica del CRC.

XIV — El HNPCC ha sido descrito como una entidad clinica, caracterizada por una fuerte historia
familiar de canceres de colon de inicio precoz y asociados (Linch II) sin p6lipos numerosos, mucho

tiempo antes de cualquier alteracidn genética causal a ser identificada.

XV — El HNPCC esta relacionado con mutaciones “germline” 0 silenciamento epigenético de genes
“mismatch repair” (MMR) del DNA, por veces MSH6, PMS1 6 PMS2, pero principalmente MLH1 y
MSH2, siendo muy util utilizar los criterios clinicos de AMSTERDAM que son definidores del HNPCC
para determinar la elegibilidad en la investigacion de los aspectos geneticos del CRC.
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